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Resumen

La neuropatia diabética, incluyendo la neuropatia autonémica cardiaca (NAC), son una
complicacién crénica comun de la diabetes tipo 1 y tipo 2 que confieren una alta morbilidad y
mortalidad de los pacientes diabéticos. La hiperglucemia juega un papel clave en la activacion
de diversas vias bioquimicas relacionadas con el estado redox celular que desencadena
disfuncion endotelial, disminucion en la perfusion de las terminales autbnomas que determina
el desarrollo y la progresion de las neuropatias diabéticas (Vinik y Seglar, 2007). Los datos

experimentales implican una serie de vias de sefializacion celular que pueden afectar la
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funcion neuronal autonémica en la diabetes, incluyendo: la formacién de productos finales de
glicacion avanzada (AGESs), el aumento del estrés oxidativo / nitrosativo, con el aumento de la
produccién de radicales libres, la activacion de las vias de poliol y de la proteina quinasa C, la
activacion dela hexosamina, y la activacion de genes implicados en los procesos
inflamatorios, causando dafio neural (Witte y cols, 2005; Maser y cols, 2003). En el presente
trabajo de investigacion se contempl6 el empleo de la atorvastatina como un tratamiento
terapéutico, que potencialmente puede proteger la integridad de la regulacion autondmica
cardiaca y por lo tanto evitar o disminuir la presencia de la neuropatia autonomica cardiaca en
un modelo experimental de diabetes mellitus. Se emple6 a la variabilidad de la frecuencia
cardiaca (VFC) como indicador de la regulacion autonoma sobre la funcion cardiaca.
Durante la evaluacion de la VFC en el dominio del tiempo, se observo una disminucion de la
VFC como lo indican los pardmetros estadisticos DERR y RMSSD en grupo diabético con
respecto al grupo control y se presentd un efecto protector sobre la VFC en el grupo diabético
tratado con la atorvastatina. En el andlisis de la VFC en el dominio de la frecuencia se
presentd una disminucién de las oscilaciones de alta frecuencia (HF), un incremento en las
oscilaciones baja frecuencia (LF) y en relacion simpatico vagal (LF/HF) en el grupo diabético
con respecto al grupo control, sin embargo en el grupo diabético tratado con la atorvastatina se
present6 un efecto protector sobre estos indicadores. Resultados similares fueron obtenidos en
la variabilidad a corto y largo plazo obtenidos a partir del analisis no lineal. El tratamiento con
atorvastatina en el modelo de diabetes empleado tiene un efecto protector en el desarrollo de la
NAC.

1. Introduccidn

1.1 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es en términos generales, un desbalance metabolico teniendo como
principal caracteristica a la hiperglucemia. Su causa es la deteriorada secrecion de insulina, de

su efecto, o de ambos (Kerner y Bruickel, 2014).
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La insulina es una hormona producida por el pancreas, que se encarga de regular la cantidad
de glucosa en la sangre. Dentro del pancreas, las células B producen la hormona insulina. Con
cada comida, las células B liberan insulina para ayudar a las células del cuerpo a utilizar o
almacenar la glucosa que obtienen de los alimentos (ADA, 2018); por lo que una deficiencia o

alteracion en su metabolismo producird hiperglucemia.

De acuerdo a datos de la Federacion Internacional de la Diabetes (FID, 2015), a nivel mundial,
1 de cada 11 adultos tiene DM, y se estima que para el 2040 sea uno de cada 10. Esta
enfermedad afecta mayoritariamente al género masculino y se considera que uno de cada dos
adultos con DM no ha sido diagnosticado.

1.2 Clasificacion
De acuerdo con la American Diabetes Association (ADA) la DM puede clasificarse en:

diabetes mellitus tipo 1 (DM1), la cual se origina debido a la destruccion de las células
pancredticas principalmente originada por reacciones autoinmunes, provocando deficiencia

en la produccion de insulina; diabetes mellitus tipo 2 (DM2), generada por la pérdida
progresiva de la secrecion de insulina por parte de las células B pancredticas asociada
directamente con la resistencia a la insulina; diabetes gestacional (DMG), este tipo de diabetes
se diagnostica durante el segundo o tercer trimestre del embarazo en personas que no fueron
diabéticas antes de la gestacion; y el desarrollo de la diabetes debido a otras causas, como es el
caso del sindrome de diabetes monogénica (Diabetes neonatal 0 MODY [Maturity-Onset
Diabetes of the Young], la diabetes generada por enfermedades pancreaticas (fibrosis quistica

y pancreatitis) y diabetes inducida por farmacos o sustancias quimicas.

La DM1 y la DM2 son enfermedades heterogéneas en las que la génesis y la progresion de la
enfermedad pueden variar considerablemente dependiendo de cada individuo. Sin embargo, es
importante la clasificacién de la DM para determinar la terapia que se asignara a cada uno, no
obstante, a pesar de ello, algunas personas no se pueden clasificar con DM1 o DM2 al
momento del diagnostico (ADA, 2014).
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Los paradigmas cléasicos de que la DM2 se presentan solamente en adultos y que la DM1 se
desarrolla solo en nifios, ya no son precisos, debido a que ambas enfermedades pueden
desarrollarse en ambos grupos de edad (ADA, 2018).

Los nifios que son diagnosticados con DM1 generalmente presentan los sintomas
caracteristicos de poliuria y polidipsia, y alrededor de un tercio presentan cetoacidosis
diabética (Dabelea y cols., 2014). El inicio de este tipo de DM puede ser mas variable en
cuanto a los signos y sintomas en adultos, y pueden no presentarse con los sintomas

anteriormente mencionados en nifios (ADA, 2018).

Ocasionalmente, los pacientes diagnosticados con DM2 también pueden presentar cetoacidosis
diabética, particularmente las minorias étnicas; aunque las dificultades para distinguir los tipos
de DM desde el punto de vista sintomatolégico pueden ocurrir en todos los grupos de edad
(Newton y cols., 2004).

En el desarrollo de la DM1 o DM2 se involucran varios factores genéticos y ambientales que
pueden resultar en la pérdida progresiva de la masa pancreatica correspondiente a las células
B, desencadenando la disminucion de su funcién normal, misma que se manifiesta
clinicamente con la presencia de hiperglucemia. Una vez detectada dicha hiperglucemia, todos
los pacientes, independientemente del tipo de DM que desarrollen, estan en riesgo de padecer
las mismas complicaciones cronicas, aunque las tasas de progresion pueden diferir

(ADA, 2018).

La caracterizacion de la fisiopatologia diabética se encuentra mas desarrollada para la DM1
que para la DM2. Actualmente se sabe que los pacientes que tienen presencia de dos 0 mas
anticuerpos dirigidos al pancreas desarrollaran hiperglucemia clinica y por lo tanto DM1. En
este tipo de pacientes la DM puede ser dividida en tres etapas: la primera que inicia con
normoglucemia, es presintomética y con reacciones inmunes; la segunda, que es el primer
momento donde se genera disglucemia; y la tercer etapa donde se registra hiperglucemia y

toda la sintomatologia (Skyler y cols., 2017; Insel y cols., 2015).
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1.3 Sistema Nervioso Auténomo
El sistema nervioso auténomo esta constituido por el sistema nervioso autbnomo simpético y

parasimpatico, que interactdan entre ellos y ambos llevan a cabo diversas funciones, como la
regulacion de la FC. Las fibras simpaticas responsables de tal control, salen de la médula
espinal en el segmento toracico, y en los dos primeros segmentos lumbares, estas fibras se
dirigen a todos los vasos excepto a los capilares, y cumplen la funcion de provocar
vasoconstriccion o vasodilatacion. La mayor parte de las fibras son vasoconstrictoras, y una
minima parte son vasodilatadoras (ambos ramos pertenecen al sistema simpatico pero las

vasoconstrictoras liberan noradrenalina, mientras que las vasodilatadoras liberan acetilcolina).

Toda la regulacion circulatoria proviene del centro vasomotor del cerebro, tal centro se
encuentra en el tercio inferior de la protuberancia en la sustancia reticular del bulbo, su
funcion es proveer impulsos simpaticos a la periferia e impulsos parasimpaticos al corazon. El
centro vasomotor contiene tres zonas de suma importancia que le permiten tener un control

optimo en la circulacién:

1. Zona vasoconstrictora (emite fibras simpaticas hacia la periferia)

2. Zona vasodilatadora (emite fibras hacia la zona vasoconstrictora para inhibirla)

3. Zona sensitiva (recibe las sefiales de los nervios vagos y glosofaringeos de la periferia
y emite sefiales de control hacia las zonas de vasoconstriccion y vasodilatacion

consiguiendo un cambio reflejo mediado por baroreceptores).

Especificamente, el SNA puede regular la frecuencia cardiaca (FC), la presion arterial (PA), la
tasa de respiracion, la temperatura corporal, la sudoracion, la motilidad gastrointestinal y la
secrecion, asi como otras actividades viscerales que mantienen la homeostasis (Gordan y cols.,
2015). EI SNA funciona continuamente sin esfuerzo consciente. Sin embargo, esta controlado
por centros ubicados en la médula espinal, el tronco cerebral y el hipotadlamo (Gordan y cols.,
2015). Las neuronas simpaticas y parasimpaticas ejercen efectos antagonistas sobre el
corazén. EI SNS prepara al cuerpo para el gasto de energia, situaciones de emergencia o
estresantes. Por el contrario, el SNP es més activo en condiciones de descanso. El
parasimpatico contrarresta el sistema simpatico después de un evento estresante y restaura el

cuerpo a un estado de reposo (Gordan y cols., 2015). Las vias simpaticas y parasimpaticas
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estan compuestas por una cadena de dos neuronas: una neurona preganglionar y una neurona
posganglionar. El neurotransmisor entre las neuronas preganglionares y posganglionares es la
acetilcolina (ACh). Los mensajes de estos sistemas se transmiten como impulsos eléctricos
que viajan a lo largo de los axones y las hendiduras sinapticas (utilizando un neurotransmisor

quimico) (Gordan y cols., 2015).

1.3.1 Sistema nervioso simpatico
El SNS es el componente del SNA, que es responsable de controlar la reaccién del cuerpo

humano ante situaciones de estrés o emergencia. En el sistema simpéatico (division
toracolumbar), estos nervios se originan en la region toracolumbar de la médula espinal (T1-
L2) y se irradian hacia los 6rganos diana. Los nervios preganglionares simpaticos cardiacos
(tipicamente todos mielinizados) emergen de los segmentos toracicos superiores de la médula
espinal (T1-T4). Después de viajar una distancia corta, las fibras preganglionares abandonan
los nervios espinales a través de ramas llamadas ramas blancas y entran en los ganglios
simpaticos. Las neuronas simpaticas cardiacas forman los ganglios de la cadena simpética
localizados a lo largo del costado de la columna de visceras (es decir, ganglios
paravertebrales). Estos ganglios comprenden los troncos simpéticos con sus fibras de
conexion. Las fibras posganglionares se extienden a las visceras, como el corazon. En general,
las neuronas preganglionares simpaticas son mas cortas que las neuronas postganglionares

simpaticas (Gordan y cols., 2015).

1.3.1.1 Neurotransmisores simpaticos
Los neurotransmisores son sustancias quimicas liberadas de la hendidura sinéptica desde las

terminales nerviosas en respuesta a los potenciales de accion (PA). Transmiten sefiales de una
neurona a una célula objetivo a través de una sinapsis, por ejemplo, ACh para las uniones
neuromusculares. Las neuronas preganglionares del sistema simpatico secretan ACh, por lo
que se les conoce como colinérgicas, la mayoria de las terminaciones posganglionares del SNS
liberan Noradrenalina (NE). Por lo tanto, estas fibras posganglionares simpaticas se

denominan comunmente fibras adrenérgicas (Gordan y cols., 2015).

1.3.1.2 Receptores simpaticos:
Hay dos tipos de receptores adrenérgicos: B y a. En el sistema cardiovascular hay B1, 32,01 y a2

adrenérgicos; los cuales se muestran en la Tabla 1.
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Corazon Vasos sanguineos

Receptor | Funcion Receptor Funcion
Norepinefrina a1 Inotrépico Cronotrdpico Dromotrépica o1

B1 + + + B1 Vasoconstriccion

B2 + + + B2 Vasoconstriccion
Acetilcolina M2 - = - M2 Vasoconstriccion

Tabla 1. Receptores simpaticos y parasimpaticos y sus funciones en el corazén y vasos sanguineos (Tomada y
modificada de Gordan y cols., 2015).

Los receptores 1 adrenérgicos se expresan en el corazon (en el nodo SA, nodo AV y en
cardiomiocitos auriculares y ventriculares). La activacion de los receptores 1 aumenta la FC
(a través del nodo SA), aumenta la contractilidad como resultado del aumento de las
concentraciones de calcio intracelular y el aumento de la liberacion de calcio por el reticulo
sarcoplasmico (RS) y el aumento de la velocidad de conduccion del nddulo auriculoventricular
(AV). Ademas, la activacion de este receptor también induce la liberacion de renina por los
rifones para ayudar a mantener la PA, los niveles plasméaticos de sodio y el volumen

sanguineo (Gordany cols., 2015).

Los receptores P2 adrenérgicos se expresan principalmente en el musculo liso vascular,
musculo esquelético, y en la circulacion coronaria. Su activacion provoca vasodilatacion, que
a su vez aumenta la perfusion sanguinea en los 6rganos diana (especialmente el higado, el
corazén y el masculo esquelético). Estos receptores no estan inervados y, por lo tanto, son
estimulados principalmente por la epinefrina circulante. También hay algunas expresiones
bajas de receptores B2 en cardiomiocitos. Los receptores o1 adrenérgicos se expresan en el
musculo liso vascular proximal a las terminales nerviosas simpaticas. Su activacion provoca
vasoconstriccion. También hay algunas expresiones bajas de receptores a1 en cardiomiocitos.
Los receptores adrenérgicos a2 Se expresan en el musculo liso vascular distal de las terminales

nerviosas simpaticas. Su activacion también provoca vasoconstriccion (Gordan y cols., 2015).

1.3.2 Sistema nervioso parasimpatico
El sistema parasimpatico tiene neuronas preganglionares (division craneosacral) que surgen de

las neuronas en el cerebro medio, protuberancia y médula oblongata del tallo cerebral y parte
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de estas fibras se originan en la region sacra (nervios espinales sacros S2-S4) de la médula
espinal. Los cuerpos celulares de las neuronas preganglionares parasimpaticas se encuentran
en los nucleos motores homologos de los nervios craneales. Las fibras que inervan los 6rganos
del térax y la parte superior del abdomen son partes del nervio vago, el cual transporta
aproximadamente el 75% de todas las fibras nerviosas parasimpéticas que pasan al corazén,
los pulmones, el estbmago y muchos otros érganos viscerales. Las fibras preganglionares que
surgen de la region sacra de la médula espinal forman parte de los nervios espinales sacros S2-
S4 y llevan impulsos a las visceras, por ejemplo, glandula lagrimal, las glandulas salivales,
corazon, traquea, pulmon, higado, vesicula biliar, bazo, pancreas, intestinos, los rifiones y la
vejiga urinaria, etc. A diferencia del sistema simpético, la mayoria de las fibras
preganglionares parasimpaticas alcanzan los 6rganos diana y forman los ganglios periféricos
en la pared del 6rgano. Asi, en el sistema parasimpatico, las neuronas preganglionares son

generalmente mas largas que las neuronas postganglionares (Mann y cols., 2014).

1.3.2.1 Neurotransmisores parasimpaticos
La ACh es el neurotransmisor predominante del sistema nervioso parasimpatico, tanto en las

neuronas preganglionares como posganglionares. El proceso excitatorio del masculo
esquelético se produce al unirse a los receptores nicotinicos e inducir la apertura de los canales
de sodio controlados por los ligandos, la ACh inhibe la contraccién de los cardiomiocitos
mediante la activacion de los receptores muscarinicos (M2). Estas fibras posganglionares
parasimpaticas se denominan comunmente fibras colinérgicas porque secretan acetilcolina en

sus terminaciones nerviosas (Mann y cols., 2014).

1.3.2.2 Receptores parasimpaticos
Las fibras posganglionares parasimpaticas son colinérgicas. La ACh se puede unir a dos tipos

de receptores colinérgicos llamados receptores nicotinicos y receptores muscarinicos. Los
receptores muscarinicos se localizan en las membranas de las células efectoras al final de los
nervios parasimpaticos posganglionares y en los extremos de las fibras simpéticas
colinérgicas. Las respuestas de estos receptores son excitadoras y relativamente lentas. Los
receptores nicotinicos se encuentran en las sinapsis entre las neuronas pre y posganglionares
de las vias simpética y parasimpatica. Los receptores nicotinicos en contraste con los

receptores muscarinicos producen respuestas excitativas rapidas. Las uniones neuromusculares
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que se encuentran en las fibras musculares esqueléticas son nicotinicas. En relacion con el
sistema cardiovascular el sistema nervioso parasimpatico tiene dos tipos diferentes de
receptores muscarinicos: El receptor muscarinico 2 (M2) y el receptor muscarinico (Ms)
(Tabla 1). Los receptores M2 se expresan en el corazon; abundante en tejido nodal y auricular,
pero escaso en los ventriculos. La union de la ACh a los receptores M sirve para disminuir la
frecuencia cardiaca hasta que alcanza el ritmo sinusal normal. Esto se logra al disminuir la
velocidad de despolarizacion, asi como al reducir la velocidad de conduccién a través del nodo
AV. Ademas, la activacion de los receptores M reduce la contractilidad de los cardiomiocitos
auriculares, reduciendo asi, en parte, un volumen sistolico mas pequefio y una frecuencia
cardiaca mas lenta. El gasto cardiaco (GC) esta determinado por la FC y el volumen sistdlico
(VS). Los receptores Mz se expresan principalmente en el endotelio vascular. El efecto
predominante de la activacion del receptor Ms es la dilatacion de los vasos, mediante la
estimulacion de la produccion de NO por las células endoteliales vasculares (Mann y cols.,
2014).

1.3.3 Control del sistema nervioso simpatico y la funcién cardiaca
La estimulacién por el SNS produce los siguientes efectos en el corazén (Tabla 1) son los

siguientes: Efecto cronotrépico positivo (aumento de la frecuencia cardiaca). EI nodo SA es
el predominante marcapasos del corazon. Se encuentra dentro de la pared posterior superior de
la auricula derecha y es responsable de mantener un ritmo sinusal de entre 60 y 100 Ixm. Esta
tasa se ve constantemente afectada por la inervacion de los sistemas nerviosos simpético y
parasimpatico. La estimulacién por los nervios del sistema simpético produce un aumento de

la FC. El efecto inotropico positivo (aumento de la contractilidad).

1.3.4 Control del sistema nervioso parasimpatico y la funcién cardiaca
La actividad parasimpatica produce efectos que son, en general, opuestos a los de la activacion

simpatica. Sin embargo, en contraste con la actividad simpética, el SNP tiene poco efecto
sobre la contractilidad del miocardio. El efecto cronotropico negativo (disminucion de la FC):
El nervio vago inerva directamente el ndédulo sinoauricular; cuando se activa, sirve para
reducir la FC, por lo que muestra un efecto cronotropico negativo. El efecto inotrdpico

negativo (disminucion de la contractilidad del miocardio). El efecto dromotropico negativo
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(disminucion de la velocidad de conduccién eléctrica del corazén): la estimulacion del SNP
sirve para inhibir la velocidad de conduccion del nédulo AV (Mann y cols., 2014).

1.4 Transduccion de sefial celular del SNA
Los receptores simpaticos y parasimpaticos son receptores acoplados a proteina G (GPCR). En

el corazén, la via de sefalizacion de la proteina G-cAMP-PKA media el control

catecolaminérgico sobre la FC y la contractilidad (Boron y Boulpaep, 2011).

1.4.1 Via de sefalizacion de la estimulacion simpatica
Los efectos inducidos por la estimulacion simpatica resulta de la activacién de los receptores

B1 adrenérgicos del corazén, que son GPCRs (Figura 3). EIl neurotransmisor simpéatico NE
(Norepinefrina) (asi como otras catecolaminas) se unen a los receptores adrenérgicos P1 y
activan las proteinas G estimuladoras (Gs) al causar un cambio conformacional dentro de la
Gs, de modo que la subunidad as disociada puede unirse y activar la adenilil ciclasa (AC). La
activacion de esta enzima cataliza entonces, la conversion de ATP en monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc). Este segundo mensajero puede activar otras vias de sefializacion,
canales idnicos, factores de transcripcion o enzimas. Con respecto al sistema cardiovascular, la
enzima mas importante que activa el AMPc es la proteina quinasa A (PKA). La PKA, que a su
vez fosforila multiples proteinas diana, tales como los canales de Ca de tipo L y la maquinaria
contractil como la troponina C, I y T. Ademas, el AMPc se une directamente a canales i6nicos

responsables para la corriente iénica (If), aumentando asi la FC (Boron y Boulpaep, 2011).

1.4.2 Via de sefializacion de la estimulacion parasimpatica

Los efectos de la estimulacion inducida por el sistema parasimpatico en el corazon resulta de
la activacion de receptores My, que son también los GPCR por la ACh (Figura 3). El
neurotransmisor parasimpatico ACh se une a My receptores activadores de este modo las
proteinas G inhibitorias (Gi) haciendo que un cambio conformacional dentro de la Gi
subunidad, de modo que la disociacion de la subunidad a puede unirse e inhibir a la AC.
Como los receptores M estan acoplados negativamente a la AC y, por lo tanto, reducen la
formacion de AMPc, los receptores M> actuan para inhibir la actividad de PKA y ejercen un
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efecto opuesto sobre los canales idnicos, las proteinas que manipulan Ca?* y la maquinaria

contrctil, en comparacion con la estimulacion simpética (Gordan y cols., 2014).

Extracelular -

©

a
J LrcC

Intracelular \

Figura 1. Sistemas de transduccion de sefiales para receptores B-adrenérgicos y
estimulaciones de  receptores muscarinicos en un  miocito  cardiaco.
NE:Norepinefrina;p1:receptor beta 1-adrenergico; Gs:proteina G  estimulante:
Ache:acetilcolina:m2:receptores muscarinicos de tipo 2; Gi:proteina inhibidora;
AC:Adenilato ciclasa; PKA:proteina quinasa A; Ica-L: canal de Ca tipo L:RyR2:receptor
de la Ryanodina 2; SERCA: reticulo sarcoplésmico Ca+2 ATPasa;PLB:Phospholamba
(Tomado y modificado de Gordan y cols., 2014).

En la regulacion de la FC se lleva a cabo por ambos sistemas del SNA. La regulacion de la FC
por el SNA, se realiza a través del nucleo del tracto solitario (NTS), donde convergen las
fibras simpéticas y parasimpaticas que inervan al corazon.Cuando se recibe el estimulo
aferente por las fibras parasimpéaticas en el NTS, en donde se traduce la informacion,
posteriormente se activa negativamente la respuesta eferente hacia el corazén (es decir
disminuyendo la FC) mediante la liberacion de ACh. Por otro lado, cuando se recibe el
estimulo aferente por las fibras simpéticas en el NTS, esta informacidn se traduce y se activa
positivamente la respuesta eferente hacia el corazon (es decir aumentando la FC) mediante la

liberacion de NE (Figura 4).
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HF (oscilaciones alta frecuencia > 0.15 Hz) Sistaraninvieso
FC parasimpatico
A
Frecuencia >
cardlica TP Sistema
i/ nervioso
w1l auténomo
ot A
+ Fc Fibea posganglionar
f \“} y
) Sistema nervioso
LF (oscilaciones baja frecuencia < 0.15 Hz) simpatico

Figura 2. Regulacion de la frecuencia cardiaca por el sistema nervioso auténomo. LF
(oscilaciones de baja frecuencia (LF); los cuales representan la actividad del SNP) y las
oscilaciones de alta frecuencia (HF); los cuales representan la actividad del SNS (Tomado y
modificado de Franciosi y cols., 2017).

1.5 Conduccion eléctrica del corazén
En el sistema de conduccion intrinseca, los latidos del corazén se originan de la descarga de

estimulacion ritmica del nodo SA dentro del propio corazén. ElI nodo SA, es el sitio de
marcapasos normal del corazon y se encuentra localizado en la auricula derecha, es una parte
del sistema intrinseco de conduccion (o nervioso) que se encuentra en el corazdn. Este sistema
de conduccion en orden de velocidad de despolarizacion comienza con el nédulo SA o
marcapasos y resulta en la despolarizacion auricular y la contraccion auricular, la via
internodal, el nédulo AV (donde el impulso se retrasa), el haz AV, las ramas izquierda y
derecha del haz de His y, por ultimo, las fibras de Purkinje, que resultan en una
despolarizacion y contraccion ventricular (Figura 5).Todos los componentes del sistema de
conduccion intrinseca contienen células autoritmicas que despolarizan espontaneamente
(Gordan y cols., 2015). En ausencia de influencias neurales u hormonales extrinsecas, la
frecuencia de estimulacién del nodo SA seria de aproximadamente 100 latidos por minuto
(Ixm). La FC y el GC, sin embargo, deben variar en respuesta a las necesidades de las células

del cuerpo de oxigeno y nutrientes en condiciones variables. Con el fin de responder
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rdpidamente a las necesidades cambiantes de los tejidos del cuerpo, la FC y la contractilidad
son regulados por el SNA, hormonas y otros factores (Klabunde., 2017).

Figura 3. Sitio del marcapasos y vias de conduccion dentro del corazén. SAN,
nodo sinoauricular: AVN, nodo atriovenetricular; LBB, rama del haz izquierdo;
RBB, rama del haz derecho. La secuencia normal de activacion es SAN = AVN
LBB = RBB > fibras de Purkinje = miocardio (Tomado y modificado de
Klabunde., 2017).

El sistema de conduccion intrinseca coordina la actividad eléctrica del corazén. Esta actividad
eléctrica en el corazon corresponde a los trazos de onda del electrocardiograma (EKG). En una
grabacion normal de ECG, la onda P refleja la despolarizacién auricular seguida por la
contraccion auricular. La onda QRS refleja la despolarizacion ventricular seguida por la
contraccion ventricular y la onda T refleja la repolarizacion ventricular y la relajacion

ventricular (Gordan y cols., 2015).

1.6 Especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo

El estrés oxidativo (EO) se define, en general, como el exceso de formacién y/o eliminacién
insuficiente de moléculas altamente reactivas, como las especies reactivas del oxigeno (EROS)
y las especies reactivas del nitrogeno (RNS). EROS incluye radicales libres como superoxido
(O27,), hidroxilo (OH"), peroxilo (RO>), hidroperoxilo (HO>"), asi como especies no radicales,
tales como el peroxido de hidrogeno (H202) y acido clorhidrico (HOCI) (Johansen y cols.,
2005). Los RNS incluyen radicales libres como el oxido nitrico (NO) y el didxido de
nitrogeno (NO2"), asi como los no radicales como el peroxinitrito (ONOO"), el dxido nitroso

(HNO>) y los peroxinitratos de alquilo (RONOO) .De estas moléculas reactivas, Oz, NO y
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ONOO  son las especies mas ampliamente estudiadas, ya que desempefian un papel importante
en las complicaciones cardiovasculares diabéticas (Johansen y cols., 2005).

Las EROS se generan bajo condiciones fisioldgicas y estan involucrados hasta cierto punto
como moléculas de sefializacién y como mecanismos de defensa en la fagocitosis, funcion de
neutrdfilos. Sin embargo la generacion excesiva de estrés oxidativo (EO) tiene consecuencias
patoldgicas. La EROS puede estimular la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL),
por lo que estas moléculas ya no son reconocidas por su receptor LDL, por lo que sélo pueden
ser captadas por receptores scavenger en macréfagos que conducen a la formacion de células
espumosas Y placas ateroscleroticas (Johansen y cols., 2005).

El oxido nitrico regula la vasorelacion dependiente del entodelio y presenta propiedades
antiproliferativas e inhibe la adhesion de leucocitos y plaquetas en el endotelio vascular. No
obstante, el NO facilmente reacciona con el superoxido para formar peroxinitrito, lo cual
produce una disminucion en la biodisponibilidad de NO y por lo tanto al deterioro en el
proceso de relajacién e inhibicion en los procesos antiproliferativos. Ademas el peroxinitrito
oxida al tetrahidrobiopterina (BH4), un importante cofactor para la eNOS, que causa un
descacople de la eNOS. EIl peroxinitrito altera la funcion de biomoléculas por nitracion de
proteinas, asi como también causa la peroxidacién lipidica. Por ejemplo, los canales de
potasio, que regulan la respuesta de vasorrelajacion, se inhiben por nitraciéon.Y por Gltimo el
peroxinitrito causa la rotura de ADN monocatenario, que a su vez activa la enzima nuclear
poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP). La peroxidacion inducida por EROS de los lipidos de
la membrana alteran la estructura y la fluidez de las membranas bioldgicas, lo que finalmente

afecta la funcion.

1.7 Principales fuentes productoras de estrés oxidativo durante la DM
Una fuente de generacion de estrés oxidativo es la activacion de diferentes vias alternas del

metabolismo de la glucosa como la via del poliol, proteina quinaca C (PKC), hexosamina,
produccién de AGEs durante la diabetes (Figura 4)(Cade y cols.,2008).

La patogénesis de las complicaciones diabéticas es compleja con mdaltiples mecanismos

propuestos, que incluyen la glicacion no enzimatica, activacion de la via del poliolactivacion



23

de proteina quinasa C (PKC), activacion de la ruta de hexosamina y disrupcion de la cadena

respiratoria mitocondrial (Figura 4) (Tang y cols., 2012).
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Figura 4. Activacion de vias metaboélicas durante la diabetes
mellitus (Tomado y modificado de Yang y cols., 2012).

1.7.1 Activacion de la via del poliol
La aldosa reductasa (AR), una enzima clave en la via del poliol, cataliza la reduccion de

glucosa dependiente de NADH a sorbitol, lo que conduce a una acumulacion excesiva de
EROS intracelulares en varios tejidos de la DM que incluyen el corazon, la vasculatura, las
neuronas, los ojos y los rifiones (Tang y cols., 2012).

En células cultivadas bajo condiciones de niveles altos de glucosa, han demostrado aumentos
similares tanto en la actividad de la AR como en la produccién de EROS, lo que confirma que
la AR es un factor importante para la patogénesis de muchas complicaciones diabéticas (Tang
y cols., 2012). Como ejemplo, en la hiperglucemia a través del EO inducido por la via del
poliol puede tener acciones cardiacas duales, en vasos sanguineos coronarios (aterotrombosis)
y miocardio (insuficiencia cardiaca); que conducen a morbilidad y mortalidad graves (Heather
y Clarke, 2011).

Existen tres mecanismos potenciales, por los cuales la ruta del poliol contribuye al estrés EO.
En primer lugar, bajo condiciones de hiperglucemia, el 30% de la glucosa se canaliza en la via
del poliol dependiente de la AR, que depende del NADPH como cofactor y, en consecuencia,
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reduce el nivel de GSH (Cheng y Gonzélez, 1986). En segundo lugar, se genera EO durante la
conversion de sorbitol en fructosa por la sorbitol deshidrogenasa (SDH), (es decir, el segundo
paso de la ruta del poliol). En este paso, el co-factor NAD™ se convierte a NADH por la SDH.
NADH es un sustrato para la NADH oxidasa que conduce a la produccion de O (Figura 2)
(Morre y cols., 2000).

En tercer lugar, la via del poliol convierte la glucosa en fructosa y la fructosa puede
metabolizarse ain méas en fructosa-3-fosfato y 3-desoxiglucosona, que son agentes de
glicacion no enzimaticos mas potentes que la glucosa (Hamada y cols., 1996).

La AR reduce la glucosa en sorbitol a expensas de NADPH. Dado que la NADPH es esencial
para la generacion de GSH (antioxidante intracelular) a partir de GSSH, el agotamiento de
NADPH por la AR puede perjudicar la defensa antioxidante intracelular. El sorbitol luego se
convierte en fructosa por la SDH con la produccion de NADH, conduciendo a las EROS a
través de la NADH oxidasa (Figura 5) (Morre y cols., 2000).

Aldosa reductasa Sorbitol deshidrogenasa
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Figura 5. Rol de la aldosa reductasa (AR) en la
hiperglucemia inducida por estrés oxidativo (Tomado y
modificado de Morre y cols., 2000).

Esto sugiere que la ruta del poliol juega un papel importante en la patogénesis de la DM en
pacientes humanos. De hecho, actualmente se estan investigando varios inhibidores de la AR
para prevenir complicaciones diabéticas tales como cardiomiopatia, neuropatia, nefropatia y

retinopatia (Johnson y cols., 2004; Giannoukakis, 2006; Ramirez y Borja, 2008).

1.7.2 Ruta de las hexosas
Esta ruta causa una modificacion postraduccional reversible de residuos de serina y treonina

de proteinas intracelulares mediante N-acetilglucosamina. En las células dafiadas por la
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hiperglucemia, el exceso de glucosa intracelular proporciona un aumento de fructosa-6-fosfato
(Fruc-6-P) que se convierte en glucosamina 6-fosfato (Glc-6-P), esta molécula se convierte en
N-acetilglucosamina-6-fosfato (GICNAc-6-P) y finalmente en UDP-N-acetilglucoseamina
(UDP-GIcNAC). La enzima O-GIcNAc transferasa (OGT) usa UDP-GIcNACc para transferir N-
acetilglucosamina a una variedad de proteinas, lo que resulta en una mayor modificacion de
proteinas por N-acetilglucosamina. Otra enzima, N-acetilglucosaminidasa (O-GIcNAcase u
OGA), elimina esta modificacion de la proteina (Shah y Brownlee, 2016). La O-GIcNACc sirve
como un sensor de nutrientes y EO que regula la homeostasis celular al alterar la transcripcion,
el metabolismo, la biogénesis de los organulos, la dindmica del citoesqueleto y la apoptosis,
debido en parte al aumento de las EROS propias de las alteraciones metabolicas mencionadas
(Hardiville y Hart, 2014; Bond y Hanover; 2015).

Actualmente se han relacionado los niveles elevados crénicos de productos O-GIcNAc con el
aumento de las complicaciones cardiovasculares diabéticas. Los efectos cardiacos adversos de
la O-GIcNAcilacion cronicamente aumentada incluyen disminucion de la funcion
mitocondrial, disminucion de la sefializacion autofagica y disminucién de la funcion contréactil
(Shah y Brownlee, 2016).

1.7.3 Proteina cinasa C
Es un conjunto de proteinas que conforman una familia de enzimas cinasas compuesta de 15

isoformas, de las cuales nueve son activadas por DAG, por lo que de esta manera los niveles
elevados de glucosa intracelular aumentan los niveles de DAG en los tejidos de los pacientes
diabéticos, incluidas las células del musculo liso arterial y los cardiomiocitos (Shiba y cols.,
1993).

La hiperglucemia activa principalmente las isoformas § y ¢ de la PKC.Estudios llevados a
cabo por Venugopal y cols (2002) han demostrado que bajo condiciones hiperglucémicas, la
PKC-a es un potente activador de la NADPH oxidasa (Venugopal y cols., 2002).También se
ha demostrado que la PKC-a y la PKC-6 pueden activar a la NADPH oxidasa y, a su vez, son
responsables de inducir la expresion del receptor tipo Toll -2 (TLR-2) y el receptor tipo Toll-4
(TLR-4) en condiciones de glucosa alta (Dasu y cols., 2008). Estas alteraciones pueden
contribuir a un ambiente de EO, ya sea por la produccion directa de EROS o indirectamente
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por la activacion de otras vias. Se ha demostrado que la activacion de PKC suprime la
produccion de NO, que es un potente vasodilatador, al inhibir la 6xido nitrico sintasa
endotelial (eNOS). Por el contrario, aumenta la vasoconstriccion activando la endotelina
1(ET-1), lo que produce un flujo sanguineo anormal. La activacién de PKC también puede
inducir la expresion del factor de potenciacion de la permeabilidad, el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), que contribuye al flujo sanguineo y a los cambios de
permeabilidad del vaso. La PKC también contribuye a la acumulacién de proteina de matriz, al
inducir la expresion del factor de crecimiento transformante beta 1(TGF-B1), fibronectina y
coladgeno de tipo IV. Se cree que esta activacion es un resultado de la inhibicién del NO
inducida por PKC. La PKC activada contribuye directamente al ambiente de EO, activando el
factor nuclear kappa beta (NF-xB) y a la NADPH oxidasa, lo que resulta en una produccion
excesiva de EROS (Bissinger, 2017).

En este mismo sentido el aumento de la actividad de la PKC, también se ha relacionado con la
disfuncion del miocardio, causando cardiomiopatia e insuficiencia cardiaca, efecto que se ha
demostrado es reversible con la administracion de un inhibidor de PKC, disminuyendo la
actividad de PKC en corazones diabéticos, sin alterar los niveles de metabolitos circulantes
(Shibay cols., 1993).

Otras fuentes productoras de estrés oxidativo en la diabetes, son las vias no enzimaticas,
enzimaticas y mitocondriales (Johansen y cols., 2005).

1.7.4 Fuentes no enzimaticas

1.7.4.1 Produccion de AGEs

Durante la hiperglucemia, la glucosa reacciona con las proteinas de una manera no enzimética
que conduce al desarrollo de los productos Amadori seguido de la formacion de productos
finales de glicacion avanzada (AGESs). Estos estan formados por dicarbonilos derivados de la
glucosa que reaccionan con grupos amino de residuos de proteinas y aminoacidos (lisina) no
protonados de la proteina. Los principales productos son formados por la fragmentacion no
ezimatica del intermediario glucolitico triglicérido-fosfato, a su vez inducido en los tejidos por
la hiperglucemia (Thornalley y cols., 2003).

La produccion intracelular de precursores de AGEs dafian las células blanco, mediante tres

mecanismos generales. En primer lugar, la propia modificacion de las proteinas en AGES
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cambia o0 evita su funcion celular en aquellas que contengan una actividad. En segundo lugar,
la formacion de AGEs de los componentes de la matriz extracelular altera su interaccion con
otros componentes de la matriz y con los receptores de la matriz de integrina. En tercer lugar,
el metilglioxal (uno de los principales productos de glicosilacién avanzada) intracelular
aumenta la expresion tanto del receptor de reconocimiento de patrones RAGE (receptor para
AGEs) como de sus principales ligandos enddgenos, las calgranulinas S100 que tienen
actividad proinflamatoria (Yao y Brownlee., 2010).

La formacion de AGEs en exceso, aumenta la actividad de la NADPH y la formacién de ERO.
Se ha demostrado que los AGEs y sus receptores estan implicados en la activacion del factor
de transcripcion factor nuclear kappa B (NF-kB), que aumenta la expresion de los genes

responsables del dafio vascular (Ceriello y cols., 2016).

1.7.5 Fuentes enziméticas
Las fuentes enzimaticas de generan el aumento en la formacion de EROS en la DM incluyen

eNOS desacoplada, NAD(P)H oxidasa,xantina oxidasa,ciclooxigenasa e incluso la cadena
transportadora de electrones. Todas las isoformas de eNOS requieren cinco cofactores/grupos
prostéticos tales como flavin adenin dinucleotide (FAD), flavin mononucleotide (FMN),
hemo, BH4 y Ca?"Calmodulina. Si eNOS no tiene su sustrato L-arginina o uno de sus
cofactores, eNOS puede producir Oz en lugar de NO y esto se conoce como el estado
desacoplado de eNOS. EI aumento de las EROS durante la DM se debe principalmente a la
activacion de la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa), fuente

importante de produccién de Oy .

Guzik y cols, (2005) investigaron los niveles de O> en muestras vasculares de pacientes
diabéticos y fuentes probadas de O, utilizando inhibidores de eNOS, NAD(P)H oxidasa,
Xantina oxidasa y la cadena de transporte de electrones mitocondrial. Este estudio demostro
que hay una mayor produccion de Oz en la diabetes y esto estd mediado predominantemente
por la NAD(P)H oxidasa. Existen siete isoformas de la NADPH oxidasa en mamiferos: Nox1,
Nox2, Nox3, Nox4, Nox5, Duox1 y Duox2. Nox1, Nox2, Nox4 y Nox5 se expresan en el
endotelio, células de masculo liso vascular, fibroblastos o adipocitos perivasculares (Guzik y
cols, 2005).
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1.7.6 Fuentes no enzimaticas

1.7.6.1 Produccion de O? por la cadena de transporte mitocondrial

La cadena respiratoria mitocondrial es otra fuente de generacion no enzimética de especies
reactivas, siendo la superproduccién de O por la cadena de transporte de electrones
mitocondrial (CTE) (Brownlee, 2001). En condiciones normales, la oxidacion de la glucosa
comienza en el citoplasma, donde la glucosa lleva a a cabo el proceso de glucolisis. Durante la
glicdlisis, se generan NADH vy piruvato. EI NADH dona electrones a la CTE mediante dos
sistemas de lanzadera diferentes, mientras que el piruvato dona equivalentes reductores
ingresando al ciclo de los é&cidos tricarboxilicos (TCA) y produciendo NADH y FADH
(Brownlee, 2001). Tanto el NADH como FADH proporcionan los electrones que alimentan a
la CTE vy a la produccién de ATP. EI NADH derivado de la oxidacion de la glucosa y del
TCA dona electrones al complejo | de la CTE y el FADH2 dona sus electrones al complejo Il
de la CTE. Los complejos | y Il luego transfieren los electrones a la ubiquinona. La
ubiquinona pasa sus electrones al complejo 111, al citocromo C, al complejo IV y finalmente al
oxigeno molecular. A medida que los electrones se transfieren a través de la CTE, la energia
se utiliza para transportar protones a través de la membrana. Esto crea un voltaje a través de la
membrana interna y externa de la mitocondria e impulsa la sintesis de ATP. En condiciones de
hiperglucemia, el nimero de sustratos que entran en el ciclo de TCA se incrementa y, por
consiguiente, también aumenta el nimero de equivalentes reductores que donan electrones a la
CTE. Una vez que la CTE alcanza un voltaje umbral a través de la membrana, los electrones
se donan al oxigeno molecular, lo que a su vez produce un aumento en la produccion de O
mitocondrial (Albers, 2014).

Alteraciones en la cadena transportadora de electrones mitocondrial debido al aumento del
transporte y oxidacion de la glucosa, generando principalmente O, . (Varvarovska y cols,
2004). El Oz es generado por la cadena transportadora de electrones mitocondrial, durante la
oxidacion de nicotinamida adenina dinuclettido reducido (NADH) a nicotinamida adenina
dinucle6tido oxidado (NAD+) y también como un subproducto de muchas enzimas que actdan
como oxidasas. Los efectos beneficos del Oz incluyen la regulacion de la funcion vascular, la
division celular, inflamacion, y apoptosis entre otros (Mahjoub y Roudsari, 2012). EIl exceso

de Oz se elimina a través de una familia de enzimas como la superoxido dismutasa (SOD)
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que convierte el O a H20. y oxigeno. La sobreproduccién de este radical ocurre en tejidos
propensos a las complicaciones que se desarrollan, cuando el exceso de glucosa altera el
metabolismo celular (Mahjoub y Roudsari, 2012).

La produccion de EROS esta bajo un control estricto en las células sanas, pero la produccién
excesiva de EROS durante la disfuncion metabolica conduce a una lesion celular, tanto el O~
como el NO, son relativamente inertes, sin embargo cuando ambos se combinan forman el
peroxinitrito (ONOO™), altamente reactivo sobre las proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Los
lipidos presentes en las membranas del reticulo plasmaético, mitocondrial y endoplasmico son
objetivos principales del ataque de las EROS y la peroxidacion. Los productos de la
peroxidacion lipidica pueden ser toxicos para una célula y requieren su eliminacion por el
antioxidante glutation (GSH), de forma similar las proteinas y &cidos nucleicos pueden estar
sujetos a peroxidacion y nitrosilacion. Aunque estos productos finales no suelen ser
directamente toxicos para la célula, la acumulacién de proteinas inactivas puede sobrecargar la
capacidad de una célula para reciclarlos, y se sabe que el dafio del ADN activa los
mecanismos de apoptosis. El estado REDOX puede tener profundos efectos sobre la expresion
génica, por lo que el EO aumenta los factores de crecimiento, los elementos de respuesta al
estrés y las vias de apoptosis (Heather y Clarke, 2011).

El tripeptido, vy-L-glutamil-I-cisteinil-glicina conocido como glutation (GSH), es el
antioxidante de bajo peso molecular mas importante sintetizado en las células (Forman y cols,
2009). El GSH juega un papel fundamental en la proteccion de las células del dafio oxidativo y
la toxicidad de lo electrofilos xenobidticos, y el mantenimiento de la homeostasis redox
(Forman y cols., 2009).

El agotamiento de GSH en la célula la vuelve susceptible a la lesién oxidativa. El agente 3-
hidroxi-4-pentenoato reduce especificamente la GSH mitocondrial y aumenta la muerte celular
inducida por prooxidantes. EI GSH puede prevenir la apoptosis neuronal producida por

isquemia y toxicidad (Morre y cols., 2000).
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1.8 Complicaciones de la diabetes mellitus debido al estrés oxidativo
En la DM se desarrolla un incremento del estatus oxidante generado por aumento de las

especies reactivas de oxigeno (EROS): superdxido (Oz27), peroxido de hidrogeno (H202) y
ONOO', principalmente, asi como una disminucion de las enzimas antioxidantes en
comparacion con los sujetos sanos provocando el aumento del estrés oxidativo (EO)
(Varvarovska y cols, 2004).Cada vez hay méas evidencias de que la generacion excesiva de
radicales libres altamente reactivos, en gran parte debido a la hiperglucemia, causa estrés
oxidativo (EO), lo que exacerba aun mas el desarrollo y la progresion de la diabetes y sus
compolicaciones (Johansen y cols, 2005). La sobreproduccion y/o la eliminacion insuficiente
de estos radicales libres tienen como resultado la disfuncion vascular, el dafio de las proteinas
celulares, la membrana lipidica y los acidos nucleicos (Johansen y cols, 2005).

La hiperglucemia crénica causa EO en tejidos propensos a complicaciones en pacientes con
DM. La complicacion microvascular mas comudn es la neuropatia. Aunque la prevalencia
exacta depende de los criterios diagnosticos utilizados parta identificar la neuropatia, la
mayoria de los estudios sugieren que el 50% de los pacientes con una historia de DM de 20

afios, tanto de tipo 1 como de tipo 2 padecen neuropatia (Vinik y cols., 2003).

En la DM se producen complicaciones microvasculares, que incluyen la retinopatia, nefropatia
y neuropatia diabética y las complicaciones macrovasculares como la hipertension arterial
pulmonar, ateroesclerosis cerebrovascular y coronaria (Cade, W.T., 2008). Una de las
principales complicaciones que se generan durante la DM es la neuropatia autonémica
cardiaca (NAC) y es una forma importante clinica de la neuropatia autonémica diabética
(NAD), la cual esta asociada con un aumento de riesgo del isquemia miocardica silente y
altos indices de mortalidad (Krishna y cols, 2014).

Los estudios en ratas diabéticas sugieren que las mismas vias de transduccién de sefiales que
generan el dafio de los ganglios de la raiz dorsal en la neuropatia periférica; tambien se ven
afectadas en el cerebro (Vinik y cols., 2003). Este EO esta asociado con el desarrollo de la
apoptosis en neuronas y células gliales de soporte, y podria ser el mecanismo unificador que
conduce al dafo del sistema nervioso en la diabetes. No solo existe muerte neuronal en la
diabetes, sino que también se ve afectada su capacidad de regeneracion, particularmente las
fibras nerviosas de pequefio calibre. En pacientes con neuropatia diabética tanto la
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degeneracion como la regeneracion, estan presentes simultaneamente, lo que sugiere que el
trastorno es altamente dindmico. Con el tiempo, el equilibrio entre la degeneracion y

regeneracion se desplaza hacia una degeneracion (Vinik y cols., 2003).

Un mecanismo unificador de las lesiones del sistema nervioso en la diabetes radica en la
capacidad del aumento del EO celular y perjudicar la funcién de las mitocondrias. Estudios
recientes han respaldado esta hipdtesis, incluida la medicion in vivo e in vitro del EO en
neuronas sensoriales, asi como la proteccion neuronal por antioxidantes. In vitro, la aplicacion
de 10-20mM de glucosa a las neuronas de los ganglios de la raiz dorsal conduce a la
produccion de O y H2O2 y eso conduce a la oxidacion de lipidos y muerte neuronal. La
evidencia adicional proviene de alimentar a los ratones con una dieta alta en glucosa. En este
caso, los ratones experimentan hiperglucemia que conduce a la produccién de radicales libres
y al EO (Vincent y cols., 2004).

En pacientes con DM 1, el EO es evidente dentro de unos pocos afios del diagnostico antes del
inicio de las complicaciones. A media que la enfermedad progresa, el potencial antioxidante
disminuye, y los productos de peroxidacion lipidica en plasma aumentan dependiendo del
nivel de control del glucémico. Los pacientes con DM 2, tienen aumento en los niveles de
peroxidacion lipidica en comparacion con los sujetos control de la misma edad, asi como la
disminucion de GSH y GSH en plasma, todos los cuales se relacionan directamente con la tasa
de desarrollo de complicaciones. Del mismo modo, el EO esta vinculado a las caracteristicas
preclinicas de la enfermedad, como la activacion endotelial vascular que puede conducir a la

aterosclerosis (Vincent y cols., 2004).

1.9 Estrés oxidativo en el sistema neuro-cardiovascular
Alteraciones en la regulacion neuro-cardiovascular han sido implicadas en estados de

enfermedad, como la hipertension, insuficiencia cardiaca y la diabetes (Varvarovska y cols.,
2004).

Evidencia experimental reciente sugiere que las especies reactivas de oxigeno (EROS)

incluyendo el superoxido (O27) y peroxinitrito (ONOO™) podrian contribuir al desbalance
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simpatico-vagal en el tallo cerebral, neuronas periféricas y en cardiomiocitos (Danson y cols.,
2006).

La hiperreactividad simpatica y la disminucion de la actividad parasimpatica consecuencia de
enfermedad cardiovascular, puede desencadenar arritmias (Varvarovska y cols., 2004). Se ha

establecido que existe una correlacion entre el dafio vagal y la mortalidad de arritmias.

1.10 Patogénesis de la neuropatia autondémica cardiaca
Una de las principales complicaciones cronicas de la diabetes es la neuropatia autonémica

cardiaca (NAC); la hiperglucemia esta implicada en la patogénesis de la NAC (Vinik y cols.,
2003).

La NAC es causada por el deterioro de las fibras nerviosas autdbnomas que regulan la
frecuencia cardiaca, el gasto cardiaco, la contractilidad miocérdica, la electrofisiologia
cardiaca y la constriccién y dilatacion de los vasos sanguineos. Causa una amplia gama de
trastornos cardiacos, que incluyen taquicardia en reposo, arritmias, inestabilidad
cardiovascular intraoperatoria, isquemia e infarto de miocardio asintomaticos y aumento de la

tasa de mortalidad después del infarto de miocardio (Vinik y cols., 2003).

Estudios recientes llevados a cabo por Fisher y cols, (2017) han respaldado la teoria de que la
hiperglucemia también afecta la regeneracion neuronal y sugieren que un aumento en la
generacion de O plasmético puede predecir la disminucion de la funcion nerviosa cardiaca y,
en particular, puede ser el principal determinante en la disfuncion autonémica cardiaca
temprana. Varios factores diferentes han sido implicados en este proceso patogénico. La
activacion de la ruta del poliol que conduce a la acumulacién de sorbitol y los cambios
potenciales en la relacion NAD/NADH pueden causar dafio neuronal directo y disminucion
del flujo sanguineo del nervio, que conduce a procesos de vasoconstriccion y reduccion del
flujo sanguineo neuronal (Figura 6) (Bissinger y cols., 2017). EI EO, con una mayor
produccion de radicales libres causa dafio al endotelio vascular y reduce la biodisponibilidad
del NO. Alternativamente, el exceso de produccién del NO, puede dar como resultado la
formacion de ONOO" y dafiar el endotelio y las neuronas, un proceso denominado estrés

nitrosativo (Vinik y cols., 2003).



El control glicémico deficiente, es un factor de riesgo importante para la progresion de la
NAC, esta es causada por multiples interacciones complejas e implica varios mecanismos y
vias que conducen a la isquemia y finalmente la muerte neuronal (Figura 6) (Bissinger, 2017).
Pese a los diversos mecanismos que relacionan la hiperglucemia con el dafio de las fibras
nerviosas, l1os més sobresalientes son los mecanismos vascular y neuroquimico. EI concepto
vascular implica la disfuncién endotelial, con la disminucion resultante en el flujo sanguineo
del nervio y la hipoxia endoneuronal. ElI concepto neuroquimico sugiere importantes

anomalias en el metabolismo celular, como en la acumulacion del sorbitol en los tejidos

Hiperglucemia ¢
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nerviosos (Stavniichuka y cols., 2014).
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Figura 6. Activacién de rutas del metabolismo de la glucosa y la
generacion de especies reactivas de oxigeno (EROS) durante la
diabetes mellitus. (Tomado y modificado de Bissinger y cols., 2017).

La neuropatia diabética, incluyendo la NAC, son una complicacién crénica comin de la DM 1
y la DM 2, ambas representan una causa importante de morbilidad y mortalidad, llevando al

desarrollo de arritmias cardiacas y muerte subita (Balcioglu y cols., 2015).

La NAC es causado por el deterioro de las fibras nerviosas autonomas que inervan al corazon
y a los vasos sanguineos y que a su vez regulan la FC, el GC, la contractilidad miocérdica, la

electrofisiologia cardiaca, la constriccion y dilatacidn de los vasos sanguineo; lo que resulta en
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alteraciones de la regulacién autonémica sobre el corazon (Clemente de Souza y cols., 2008;
Balcioglu y cols., 2015);causando anormalidades en el control de la FC y la dinamica
vascular, manifestandose clinicamente por la disminucion en la variabilidad de la frecuencia

cardiaca (VFC) durante la respiracion profunda (Vinik y cols., 2013).

Ziegler y cols, (2013) realizaron un estudio multicéntrico aleatorizado en pacientes con DM 1
y DMZ2, en los cuales se encontr6 la presencia de la NAC en el grupo de pacientes con DM
1(25.3 %) y de pacientes con DM 2 (34.3%).

Se ha demostrado que la hiperglucemia cronica promueve la disfuncion neural autondémica
progresiva de una manera que es paralela al desarrollo de la neuropatia periférica, por ejemplo,
comenzando distalmente y progresando de manera proximal. El nervio vago, el nervio
autonomo mas largo, que representa el 75% de toda la actividad parasimpatica. Debido a que
la neuropatia se desarrolla primero en las fibras mas largas, las primeras manifestaciones de la
neuropatia autondmica en la diabetes tienden a estar asociados con la denervacion
parasimpatica (Figura 7). Como tal, el desarrollo inicial de la NAC en la diabetes se
caracteriza por la denervacion parasimpatica y posteriormente la denervacién simpatica,

llevando a cabo la aceleracion precoz del tono simpatico (Tesfaye y cols., 2010).

Vértice

Figura 7. Denervacion autonomica del corazon y
los efectos de la diabetes. La denervacién de la
neuropatia autondmica cardiaca se desarrolla a
partir del vértice de los ventriculos del corazon
hasta la base del corazén (Tomado y modificado de
Rodica y cols., 2010).
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La patogénesis de la NAC es multifactorial, incluido el aumento de la produccion mitocondrial
de radicales libres debido al EO inducido por la hiperglucemia. La actividad neuronal, la
funcién mitocondrial, la permeabilidad de la membrana y la funcion endotelial se ven
afectadas por la formacion de AGEs, la sefializacion de la via poliol y la activacion de poli

(ADP ribosa) polimerasa y la alteracion de la funcion de la bomba Na*/K*ATPasa.

Los datos experimentales implican una serie de activacion de vias de sefializacion que pueden
afectar la funcion neuronal autondémica en la diabetes, incluyendo: La formacion de AGEs, el
aumento del estrés oxidativo/nitrosativo con el aumento de produccion de radicales libres, la
activacion de las vias de poliol y de la proteina quinasa C, la activacion de polyADP

ribosilacion, y la activacion de genes implicados en el dafio (neuronal) (Rodica, 2010).

Los tejidos nerviosos expresan los RAGE, debido a las altas cantidades de AGEs, cuando los
AGEs se unen a su receptor RAGE, activan a la NADPH oxidasa y promueven el aumento de
la produccion de EO. Los componentes que forman el complejo del factor nuclear IkBo - NF-
KB se separan de forma individual en Ikpa y NF-KB. EI NF-KB se transloca al nucleo como
un factor de transcripcién, para llevar a cabo la expresion de los genes relacionados con los
procesos de muerte celular o la supervivencia, a su vez la activacion de NF-KB lleva a cabo la
activacion de procesos inflamatorios, dando como resultado a la microangiopatia endoneurial
acompafados de Isquemia y Disfuncién celular; produciéndose de esta manera un retraso de la
conduccion nerviosa, degeneracion de la fibra distal y la desmielinizacion (Figura 8)
(YYagihashi y cols.,2011).
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Figura 8. Reaccion entre los productos finales de glicacion avanzada
(AGEs) vy el receptor RAGE en la patogénesis de la neuropatia diabética
(Tomado y modificado de Yagihashi y cols., 2011).

Los pacientes con diabetes a menudo muestran niveles elevados de carboximetilisina (CML)
que pueden unirse y activar la sefializacion RAGE. Ademas, la interaccion AGEs-RAGE, crea
una cascada cronica de inflamacion y lesion tisular (Figura 9). Estudios llevados a cabo por
Charcot y cols, (2006) han demostrado que la presencia de neuropatia somatica y autonémica
severa se relacion6 con niveles reducidos de SRAGE (RAGE solubles), sobre el SNP (vinik y
cols., 2013). Los sSRAGE, se forman a partir de la escision de RAGE por desintegrinas, tales
como ADAM 10, una metaloproteina y secretasas  y 0; las SRAGE y las esRAGE (variante
empalmada), compiten por la union de ligandos a RAGE, y la deficiencia de estas moléculas
SRAGE y esRAGE podria iniciar la activacion de eventos inflamatorios, con un aumento en la
expresion de citoquinas proinflamatorias (E-selectina, endotelina-1,factor de crecimiento
endotelial vascular, interleucina 6 y factor de necrosis tumoral a ) y provocando dafio a las

neuronas, el rifion, el ojo y a la vasculatura (vinik y cols., 2013).

La relacion entre la unién de ligandos al reconocimiento de patrones de glicacion avanzada
RAGE, la inflamacion, expresion de genes, EO, ocasionan dafio tisular y disfuncion neural.

Cuando existen niveles elevados de glucosa, reaccionan con las proteinas y forman AGEs, los
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cuales se unen a los RAGE. Esta activacion de la via de sefalizacion de union a RAGE,
activan a la NADPHoxidasa y por lo tanto favorece la produccion de EROS. Este incremento
de EROS, aumenta los productos de proteina de oxidacion avanzada (AOPPs), mayor
produccién de AGEs y modificacion de AGEs de Lipoproteinas de baja densidad oxidada
(AGEoxLDL). Ademas el aumento de EROS reduce los niveles de glutation, suprimiendo de
este modo la actividad de la glioxilasa I, este mecanismo favorece la acumulacion de AGE.
Siendo estos compuestos (AOPPS, AGEs, AGEoxLDL) ligandos directos de RAGE vy al
mismo modo mantienen la estimulacion de RAGE. Estos procesos (la activacion de la via de
sefializacion de RAGE por la union de ligando directos y el aumento de EROS) activan
factores de transcripcion, como el NFKB vy el factor de crecimiento epidérmico (Erg-1), los
cuales incrementan los factores de transcripcion de genes, que activan mecanismos
inflamatorios. Esto desencadena el aumento de la migracion y activacion de neutrofilos que
expresan RAGE, monocitos, macréfagos, células T y células dentriticas. Esto da como
resultado la liberacion de los ligandos de RAGE proinflamatorios: S100/calgranulinas y la
proteina de alta movilidad box-1 (HMGBL); en este proceso también se forman mas AGEs,
que promueven al aumento de EO y dafio tisular. Por otro lado los ligandos enddgenos y
ex0genos se unen a receptores tipo Toll (TLR), que también dirigen a la activacion de NF-KB,
asi como la secrecion de citoquinas proinflamatorias, que activan neuronas sensitivas aferentes
que se dirigen hasta el tronco encefélico, a través de axones en el nervio vago, esto a su vez
inhibe la respuesta en las células inmunitarias productoras de citoquinas y sefiales a través de
la subunidad a7 del receptor de Acetilcolina nicotinico («7nCHR). Esto a su vez inhibe la
activacion de NF-KB. Por lo tanto, las vias de activacion AGE-RAGEs de los eventos de
inflamatorios y los ligandos inflamatorios se dirigen a una ruta de procesos inflamatorios, que
puede se anulada o inhibida mediante la activacion vagal del reflejo anti-inflamatorio. Otro
mecanismo de inhibicion de los procesos inflamatorios son el aumento de RAGE solubles
(SRAGE) y la variante empalmada (esRAGE) o su administracion de estos podria reducir
competitivamente la activacion de la via AGES/RAGE y sus consecuencias antes mencionadas
(vinik y cols., 2013).
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Por lo tanto, para restringir la activacion desenfrenada de los eventos inflamatorios y el
aumento del EO, los cuales ocasionan dafio tisular y disfuncion neural, es necesario mantener

la integridad de la funcion de ambos sistemas del SNA.
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Figura 9. Unién de ligandos al receptor de producto final de glicacién avanzada (RAGE), aumento de estrés
oxidativo y procesos inflamatorios en el dafio a la macrovasculatura y microvasculatura. Los niveles elevados
de glucosa, se unen a proteinas y forman los productos finales de glicacion avanzada (AGES), que se unen a
RAGE. La sefializacion de RAGE activa la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato-oxidasa (NADPH
oxidasa) y a la produccién de especies reactivas de oxigeno (EROS) (Tomado y modificado de Vinik y cols.,
2013).

Vinik y cols, (2013) han demostrado que el proceso de inflamacion es fundamental en la
patogenia de la diabetes y sus complicaciones, incluyendo las complicaciones
macrovasculares y microvasculares. Aunque la inflamacion puede causar graves dafios en los
tejidos y la muerte celular, también es esencial en la proteccion del huésped, y es un
mecanismo de defensa contra el trauma, la infeccion y el estrés, entre otros agentes
provocadores. Se cree que la respuesta inflamatoria esta controlada en parte por circuitos

neuronales del SNA. El arco aferente consiste de nervios que detectan lesiones e infecciones, y



39

esto a su vez activa una via colinérgica anti-inflamatoria que modula la respuesta y que es un
objetivo potencial para futuras terapias de la diabetes (Vinik y cols., 2013).

Las sefiales sensoriales aferentes son transmitidas por el vago al ndcleo del NTS y los
receptores polisinapticos se transmiten al simpatico a través del ndcleo rostral ventromedular
(RVLYS), el nucleo parasimpéatico ambiguo (NA) y el ndcleo vagal dorsal. Hay una salida
simpatica y parasimpatica hacia el ganglio celiaco. El nervio esplénico (simpatico) activa la
cascada inflamatoria en los macrofagos, que podria estar en el bazo, pero se produce de forma
difusa en todo el cuerpo. La estimulacion del vago inhibe esta activacion mediante la union de
la acetilcolina al receptor nicotinico de la subunidad a7 del receptor de la ACh, lo que reduce
la respuesta. También se muestra la coactivacion del eje hipotaldmico de la hipdfisis con
liberacion de glucocorticoides, que también modulan la respuesta inflamatoria (Figura 10)
(Vinik y cols., 2013).

El reflejo inflamatorio es activado cuando aumentan los niveles de mediadores inflamatorios
de moléculas exogenas, por ejemplo el (patron molecular asociado a patdgenos [PAMs]) o
moléculas end6genas como el (patron molecular asociado a dafio [DAMPs]), estas moléculas
estimulan los receptores en el nervio vago y células glémicas asociadas. Esto conduce a
potenciales de accion aferentes siendo transmitido a lo largo del nervio vago hacia el tallo
cerebral y otros nucleos que controlan las sefiales salientes en el nervio vago.

El aumento de la actividad del nervio vago en el bazo y otros érganos reduce la respuesta del
sistema inmune innato a DAMP y PAMP, disminuyendo de esta manera la liberacion de
citoquinas y suprimiendo la inflamacion. Asi como la estimulacion del nervio vago puede
disminuir la FC, también aumentar la actividad del nervio vago ralentiza la inmunidad innata
(Figura 10) (Vinik y cols., 2013).

Es importante sefialar que el circuito reflejo inflamatorio utiliza tanto el nervio vago
(clasicamente denominado “parasimpatico™) como el nervio esplénico (clasicamente
denominado "simpatico™), aunque esta diferenciacion clasica se encuentra actualmente en
debate (Vinik y cols., 2013).

Los organos linfoides del sistema inmune estan inervados por las neuronas colinérgicas,
catecolaminérgicas y dopaminérgicas, asi como por las neuronas peptidérgicas, y los
neurotransmisores pueden interactuar con las células inmunitarias y alterar su nivel de

funcionamiento. Watkins y cols, (2010) descubrieron que las neuronas sensoriales detectan la
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presencia de inflamacion en los tejidos. Estas respuestas a la inflamacion inducida por
interleuquina 1 (IL) -1 estan mediadas por el nervio vago, y podrian ser abolidas por la
vagotomia o por un antagonista competitivo selectivo del receptor de IL-1 (Watkins y cols.,
2010). En la fisiologia cardiovascular, el oxigeno, la glucosa y otros metabolitos son
detectados por células glémicas especializadas en asociacion con el SNA y en la liberacion de
activacion de dopamina y NE. Estos causan la despolarizacion de las fibras sensoriales en el
nervio vago, que se propagan al tronco encefalico iniciando un arco eferente motor. Parece
que IL-1 se une a las células glomicas, iniciando el arco aferente; sin embargo, hay una serie
de otros ligandos derivados de macrofagos, monocitos y células dendriticas (PAMP y DAMP
descritos anteriormente), que activan los receptores similares a Toll y conducen a una
expresion aumentada del NF-kB y el consecuente liberacion de citoquinas inflamatorias, tales
como factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) ¢ Interleucina 6 (IL-6). Por lo tanto, parece que el
SNA, también es capaz de iniciar respuestas a la lesion e inflamacién del tejido, y puede
perseguir una respuesta proinflamatoria (Vinik y cols., 2013).
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Figura 10. Regulacion de la respuesta inflamatoria por el circuito neural del sistema nervioso auténomo
(SNA) (Tomado y modificado de Vinik y cols., 2013).
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La evidencia de un papel importante del EO, tanto de la neuropatia diabética experimental
como clinica estd emergiendo. La lesion por ONOO", ha sido implicada en el fendbmeno de
“memoria metabolica” tanto en estudios experimentales como clinicos. El ONOOQO-, tiene
multiples efectos citotoxicos que incluyen los siguientes: nitracion de proteinas y nitrosilacion,
rotura de una sola cadena de ADN y modificacidn de bases, activacion de la pdli-ADP-ribosa
polimerasa con cambios en la sefalizacion celular, disfuncion mitocondrial, necrosis y
apoptosis. La acumulacion de nitrotirosina, un producto de la nitracion de proteinas inducida
por ONOO, se ha documentado en el nervio periférico, vasa nervorum y el ganglio de la raiz
dorsal en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina (STZ), y el nervio periférico, la
medula espinal y el ganglio de la raiz dorsal de ratones diabéticos inducidps por STZ, lo que
indica que la DM genera no solo EO, si no estrés oxidativo/nitrosativo en el sistema nervioso

periférico (Stavniichuka y cols., 2014).

1.11 Signos clinicos de la Neuropatia autonémica cardiaca
La DM puede provocar disfuncién en el sistema nervioso autonomo, causando diversos

trastornos cardiovasculares, incluyendo taquicardia en reposo, hipotension postural, mayor
inestabilidad cardiovascular intra y perioperatoria, isquemia e infarto de miocardio
asintomaticos mas frecuentes y mayor mortalidad después del infarto de miocardio. Los
sintomas clinicos asociados con la NAC, generalmente ocurren en etapas posteriores e
incluyen hipotension postural, mareos, cansancio y agotamiento durante el ejercicio (Pop-
Busui, 2010). El dafio progresivo del equilibrio auténomo, estd indicado por sintomas
adicionales, que incluyen intolerancia al ejercicio, hipotension ortostatica y una reduccion de
la variabilidad de la frecuencia cardiaca (VFC). La percepcion del dolor cardiaco a menudo se
relaciona con el deterioro de las fibras nerviosas sensoriales, lo que hace a los pacientes

propensos a la isquemia silente y al infarto de miocardio (Balcioglu y Miderrisoglu, 2015).

El indicador clinico méas temprano de la NAC, es la disminucion de la VFC. La variabilidad en
los intervalos de frecuencia cardiaca instantanea latido a latido, es una funcion de la actividad
simpatica y parasimpatica que regula la respuesta funcional cardiaca a nivel de la actividad
metabdlica del cuerpo. En individuos normales, la tasa de corazon tiene un alto grado de
variabilidad de latido a latido (Rodica, 2010).
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1.12 Método de diagnostico de la NAC
El método méas comdn utilizado para el diagndstico de la NAC es la VFC, el cual se realiza

mediante el registro de un ECG. La VFC es una prueba no invasiva, que evalla la funcién del
sistema nervioso auténomo sobre el corazon y tiene alrededor del 80% de especificidad
(Rodica, 2010).

1.13 Variabilidad de la frecuencia cardiaca

El registro de la VFC, extraido de la sefial de un ECG, refleja el balance entre los
componentes simpaticos y parasimpaticos del SNA. Por lo tanto, la sefial de la VFC es un
método interesante para el estudio del funcionamiento del SNA sobre el corazén (German-
Sall, 2016). La VFC es el fendmeno fisiologico de la variacion en el intervalo de tiempo
entre los latidos cardiacos (intervalos RR) consecutivos (Figura 11). Se mide por la variacion
en el intervalo latido a latido. Su variacion puede contener indicadores de la enfermedad actual

0 advertencias sobre enfermedades cardiacas inminentes (ChuDuc y cols., 2013).
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Figura 11. Registro de la variabilidad de la frecuencia
cardiaca (VFC); mediante la medicion de los Intervalos RR
(intervalos de tiempo entre ondas R del EKG). (Tomado y
modificado de Mazuco y cols., 2017).

Esta variacion observada del tiempo de latido a latido es un fendmeno fisioldgico normal, y es
el resultado de cambios en la estimulacion del nédo SA (Ho y cols., 2011). Esta variacion
latido a latido del ritmo cardiaco, refleja no s6lo un cambio en la condicion fisioldgica, el
estado del volumen y la funcidn cardiaca, sino también un reflejo de la capacidad del

organismo para responder al estrés ambiental y fisiologico, como cambios en el estado del
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volumen, PA y tono autondmico. Algunos de los principales reguladores de esta variacion de
latido a latido, incluyen tanto los sistemas eferentes simpéticos y parasimpéticos, como el

brazo aferente barorreflejo del sistema reflejo autonémico (Ho y cols., 2011).

La VFC se obtiene bajo respiracion ritmica: descomponiendo la sefial RR, en un conjunto de
ondas de seno y coseno que estima la magnitud de la variabilidad en funcion de la frecuencia
(Pop-Busui, 2010). La incorporacion del andlisis de la sefal respiratoria permite medir
independientemente tanto el sistema simpéatico y parasimpatico del sistema nervioso
autonomo; mediante indices estadisticos en Iso dominios del tiempo, dominio de la frecuencia

y por el método no lineal de Poincaré (Pop-Busui, 2010).

1.14 Estatinas
Las estatinas son un grupo de farmacos que tienen como principal funcion la dismucién de

lipidos, mediante su mecanismo de accién de inhibir a la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril
Coenzima A (HMG-CoA) reductasa, enzima clave implicada en la sintesis de colesterol

(Kapur y Musunuru, 2008).

1.14.1 Estructura quimica de las estatinas
Entre las estatinas, la simvastatina, lovastatina y pravastatina son derivados de productos

fangicos, mientras que otras estatinas recientemente desarrolladas son completamente
sintéticas. Los productos fangicos, simvastatina, lovastatina y pravastatina, estan relacionados
estructuralmente y tienen un anillo de hidronaftaleno en comun. La simvastatina y lovastatina
se administran por via oral como profarmacos inactivos en las formas lactonas mientras que se
administra pravastatina en la forma activa de acido abierto. Otras estatinas totalmente
sintéticas tienen estructuras diferentes aunque también tienen un resto de tipo HMG é&cido
abierto entre los grupos 4-fluorofenilo e isopropilo (o ciclopropilo) (Figura 12) (Shitara y

Sugiyama, 2006).

Por otro lado, la fluvastatina es una estatina completamente sintética con una estructura muy
diferente de las estatinas derivadas de los productos fangicos (Shitara y Sugiyama, 2006).La
fluvastatina es un derivado de mevalonolactona con un anillo de indol sustituido con

fluorofenilo (Figura 12) (Shitara y Sugiyama, 2006). Las estatinas, que alcanzaron el mercado
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después de la fluvastatina, también tienen estructuras similares con grupos fluorofenilo. Todas
las estatinas totalmente sintéticas tienen formas &cidas abiertas. Dependiendo de sus
estructuras quimicas, tienen diferentes afinidades para la HMG-CoA reductasa, que determina
sus efectos farmacoldgicos, y diferentes propiedades farmacocinéticas (es decir, distribucion
de tejidos, estabilidad metabdlica, enzimas y transportadores involucrados en su metabolismo,
etc.). La ruta del mevalonato es activa no solo en los hepatocitos, donde se describid por
primera vez, sino que también es importante para la homeostasis celular de las células
vasculares (EC) y células del musculo liso vascular (VSMC). Las estatinas lipofilicas (como la
atorvastatina y la simvastatina), pueden difundirse pasivamente a través de la bicapa lipidica
de la membrana celular y pueden ser captadas por un gran nimero de células y no s6lo por
hepatocitos (que también poseen mecanismos de transporte activo) (Figura 12) (Shitara y
Sugiyama, 2006).
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Figura 12. Estructuras quimicas de los inhibidores de la HMG-CoA
reductasa (estatinas) (Tomada y modificado de Margaritis y cols.,
2014).

1.14.2 Mecanismos de accion de las estatinas
Las estatinas son un grupo de farmacos que reducen los niveles de colesterol por inhibicion de

la HMG-CoA reductasa, una enzima implicada en la sintesis de colesterol (Figura 13)
(Psarros y cols., 2015). Esta inhibicién resulta en la disminucién de la sintesis de colesterol,
asi como otras moléculas isoprenoides diversas, atenuacion e isoprenilacion de Rac y Rho y

subsecuentemente la reduccion en Rac mediante la actividad de la NADPH oxidasa y Rho
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mediante el incremento de la actividad de eNOS; mejorando de esta manera la
biodisponibilidad de NO en las CE (Psarros y cols., 2015).
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Figura 13. Mecanismos de accion de las estatinas. Las
estatinas interfieren en la sintesis de la via del mevalonato,
mediante la inhibicion de la actividad de la enzima 3-hidroxi-
3-metil-glutaril-CoA reductasa (HMG-CoA) (Tomado y
modificado de Psarros y cols., 2015).

Los hepatocitos toman de la circulacion, el 50% de colesterol LDL (Lipoproteina de baja
densidad). Un aumento en la actividad del receptor de LDL en hepatocitos podria ser un

método eficiente para disminuir el nivel de colesterol LDL en plasma (Stancu y Anca, 2001).

Las estatinas, al reducir la biosintesis del colesterol y reducir las concentraciones de colesterol
conllevan a una expresion elevada de los receptores de LDL (LDL-R) en las membranas de las
células del higado, mejorando el aclaramiento de las particulas circulantes de colesterol LDL
de la sangre. En pacientes con hiperlipidemia, la terapia con estatinas reduce la tasa de
produccién hepatica de Apolipoproteina B100 (apoB100), que contiene lipoproteinas, lo que
en ultima instancia conduce a la reduccion de las concentraciones de colesterol y triglicéridos
(Bilheimer, 1983).

Las estatinas hacen mas que solo competir con el sustrato normal en el sitio activo de las
enzimas, estas realizan un cambio conformacional de la enzima cuando se unen a su sitio

activo. Esto hace que la enzima HMG-CoA reductasa, logre una estructura funcional. El
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cambio conformacional del sitio activo, hace que estos medicamentos sean muy efectivos y

especificos (Stancu y Anca, 2001).

1.14.3 Efectos pleiotropicos de las estatinas
Las estatinas poseen numerosas propiedades pleiotropicas que incluyen: (i) mejora la

regulacién del NO implicado en la disfuncion endotelial (DE) y regulacion positiva de la
expresion de ET-1; (ii) efectos antioxidantes; (iii) propiedades antiinflamatorias; (iv)
inhibicion de la proliferacion celular con acciones anticancerigenas en animales; (V)
estabilizacion de placas ateroscleroticas; (vi) efectos anticoagulantes; e (vii) inhibicién del
rechazo del injerto después del trasplante cardiaco y renal (Figura 14) (Davignon y
Laaksonen,1999).

Actualmente existen reportes que demuestran que las estatinas mejoran la funcién vascular, al
favorecer la vasodilatacion dependiente del endotelio, y ayudar a la disminucion de procesos
inflamatorios y disminucion del EO (Rohilla y cols., 2015).
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Figura 14. Efectos pleiotrpicos de las estatinas. NF-kB= factor de transcripcion nuclear
kappa B; AP-1 = activator de proteina 1; PPARSs = receptores activados por el proliferador
de peroxisoma; KLF2 = factores de transcripcion 2 similares a Krippel; TXA2 =
tromboxano A2; PAI-1 = inhibidor del activador del plasmindgeno-1; tPA = activador
tisular del plasminégeno; TM = trombomodulina; ET-1 = endotelina 1; AT-1 =
angiotensina 1l tipo 1; eNOS = oxido nitrico sintetasa endotelial; VEGF = factor de
crecimiento endotelial vascular; BDNF = factor neurotréfico derivado del cerebro; Hsp90
= proteina de choque térmico de 90 kDa; EROS = Especies reactivas de oxigeno (Tomado
y modificado de Zhao y cols., 2014).
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1.14.4 Mejoramiento del proceso angiogénico por inhibicion de isoprenoides

Cada vez hay més pruebas que indican que algunos de los efectos independientes de los
lipidos estan mediados, por la interrupcion de la biosintesis de isoprenoides (Liao, 2002). Los
isoprenoides, como el isopentil pirofosfato (IPP); 3, 3-dimetilalil pirofosfato (DPP), geranil
pirofosfato (GPP), farnesil pirofosfato (FPP) y geranilgeranil pirofosfato (GGPP), son
importantes metabolitos intermedios en la ruta de la biosintesis del colesterol. La
isoprenilacion, como la farnesilacion y la geranilgeranilacion, es fundamental para la insercion
y el anclaje de las proteinas a las membranas celulares y para su funcionalidad bioldgica
completa (Liao, 2002). La translocacion de las proteinas Ras y tipo Ras (Rho y Rac) a la
membrana depende de la farnesilacion y geranilgeranilacion, respectivamente (Van y
D’Souza-Schorey, 1997). Las estatinas bloquean la transformacion de HMG-CoA en L-
mevalonato, la formacion de los isoprenoides, tales como FPP y GGPP, y la posterior
translocacion de las proteinas Ras y tipo Ras (Rho y Rac) a la membrana (Figura 15). Las
estatinas aumentan la produccion y la biodisponibilidad del NO, derivado del endotelio a
través de la reduccion de la Rho GTPasa (Laufs y cols., 1997). Al inhibir la prenilacion de
Rac, las estatinas conducen a una reduccion en el ensamblaje de nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato oxidasa (NOX) y la consecuente generacién de EROS (Wassmann y cols.,
2002). Las estatinas activan a Ras endotelial, que estd asociado con la proliferacion celular y
conduce a efectos proangiogénicos (Urbich y cols, 2002). Varias de las funciones de las
estatinas, en el accidente cerebrovascular isquémico (ACV) pueden deberse a la interrupcion

de la biosintesis de isoprenoides (Zhao y cols., 2014).
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Figura 15. Mecanismos de accién de las estatinas sobre los isoprenoides. Las estatinas inhiben
la HMG-CoA reductasa y disminuyen los isoprenoides intermediarios, tales como FPP y GGP,
lo que conduce a una inhibicion de la isoprenilacion de pequefias GTPasas tales como Ras, Rho
y Rac. IPP=pirofosfato de isopentelino; DPP=3,3-pirofosfato de dimetilalilo, GPP=geranil
pirofosfato, FPP=farnesil pirofosfato, GGPP=geranilgeranil pirofosfato, ROCK=Rho cinasa,
EeNOS= oxido nitrico sintasa endotelial, NF-Kb =factor de transcripcion nuclear kappa B,
KLF2=factores de transcripcién 2 similares a Krippel, tPA = activador tisular del plasmindgeno,
AT-1 = angiotensina Il tipo 1, ET-1 = endotelina-1, DAF = factor acelerador de la
descomposicion, AP-1 = activador de proteina-1, PPAR = receptores activados por el
proliferador de peroxisoma, EROS = especies reactivas de oxigeno, ICAM-1(moléculas de
adhesion intercelulares) (Tomado y modifcado de Zhao y cols., 2014).
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Diversos estudios han demostrado que la vias metabdlicas Rho/Rho-quinasa y la Rac 1, estan
implicadas en la patogénesis de las enfermedades cardiovasculares (EC) (Tanaka y cols.,
2013).

En un estudio llevado a cabo por Tanaka y cols, (2013) demostraron que los efectos
pleiotropicos de las estatinas a dosis regulares, estan mediados principalmente por la
inhibicién de la via de sefializacién Racl, en lugar de la via de sefializacion Rho / Rho-
quinasa, aunque los mecanismos moleculares de la inhibicion selectiva de la via de
sefializacion Racl, por medio de las estatinas ain no se han dilucidado por completo. Por lo
que se llevo a cabo la hipotesis de que el pequefio estimulador de la disociacién del GDP de la

proteina de unién al GTP (SmgGDS), juega un papel crucial en los mecanismos moleculares
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de la inhibicion de la ruta de sefializacion Racl por estatinas en las CE (Tanaka y cols., 2013).
Las proteinas G pequefias sirven como un interruptor molecular para transducir sefiales,
intercambiando los estados unidos a GTP y GDP. Se han identificado tres tipos de
reguladores: proteinas de intercambio de guanina y nucleétidos (GEP), inhibidores de la
disociacion del PIB (GDI) y proteinas activadoras de GTPasa (Ayumi y cols., 2000).
SmgGDS, es el cuarto tipo de regulador para proteinas G pequefias. EI SmgGDS estimula la
disociacion del GDP de un grupo de proteinas G pequefias, que incluyen no solo RaplB, sino

también las subfamilias Ki-Ras y Rho, Rac y Cdc42 (Ayumi y cols, 2000).

El SmgGDS es una proteina que estimula el intercambio de nucleétidos de guanina por
GTPasas pequefias (Wiliams, 2003). SmgGDS interactta con la region polibasica C-terminal
(PBR), de la GTPasa pequefia Racl(Hamel y cols., 2011) (Wiliams, 2003). Recientemente se
descubri6 que el PBR de Racl, tiene una secuencia de sefial de localizacion nuclear funcional
(NLS), que aumenta la acumulacion nuclear de complejos proteicos que contienen SmgGDS y

Racl, que se degradan por el sistema proteasoma (Williams, 2003).

Racl juega un papel crucial en la generacion de EROS y es un importante mediador de la
hipertrofia cardiovascular (Brown y cols., 2006).En modelos de raton con angiotensina 1l
(Angll) e hipertrofia cardiovascular inducida por sobrecarga de presion, se demostro que la
simvastatina inhibe la produccién de EROS mediada por Racl en el corazdn y el musculo liso
vascular (Takemoto y cols., 2001). Estos hallazgos son respaldados por el analisis de los
tejidos cardiacos humanos en situaciéon de mal funcionamiento, donde el aumento de la
generacion de ERQOS, se asocia con una mayor actividad de Racl, ambos atenuados por las

estatinas (Maack y cols., 2003).

Se ha demostrado que las estatinas a dosis regulares (atorvastatina y pravastatina, 20 mg / dia
durante 1 semana) inhiben significativamente la actividad de Racl, pero no de RhoA / Rho-
quinasa de leucocitos circulantes en voluntarios sanos normales (Rashid y cols., 2009) y que
las estatinas ejercen sus efectos pleiotropicos, a traves de la regulacion positiva de SmgGDS,
con una degradacion de Racl resultante y un EO reducido en animales y humanos (Tanaka y
cols., 2013).
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En cultivos de CE, se ha encontrado que las estatinas aumentan la expresion smgGDS de la
via del mevalonato o de la via RhoA/Rho quinasa, resultando en la degradacion aumentada de
Racl y en una produccion reducida de las EROS. Sin embargo el papel de la Racl en el
nucleo y la razon de esta degradacion intracelular, todavia permanece sin conocerse (Tanaka y
cols., 2013). Ademas también se ha demostrado que la smgGDS, no transporta el RhoA al
nacleo, no obstante es capaz de ligarse a RhoA. (Tanaka y cols., 2013).

Actualmente se conoce que el SmgGDS, desempefia un papel crucial en los mecanismos
moleculares de los efectos pleiotropicos de las estatinas a través de la mejora de la
degradacion intranuclear de Racl en animales y humanos (Figura 16). Multiples procesos
pueden estar involucrados en los efectos de las estatinas en SmgGDS. Primero, las estatinas
aumentan la expresion de SmgGDS. Segundo, SmgGDS se une y transporta Racl al ndcleo.
En tercer lugar, Racl es degradado por el sistema de proteasoma nuclear. Cuarto, la
degradacion total de Racl, provoca una reduccion de la produccion de EROS. Finalmente, esta
reduccion de la produccion de EROS, ejerce efectos protectores cardiovasculares
independientes de los niveles de colesterol, es decir, los efectos pleiotropicos de las estatinas
(Figura 16). Demostrando que las estatinas de dosis regulares, aumentan la expresion de la
SmgGDS, a través de la inhibicidn de la glucdgeno sintetasa quinasa (GSK)-3p, a través de la
ruta fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K/Akt), y que SmgGDS transporta Racl al nacleo, donde
Racl es degradado por el proteasoma nuclear con la produccion reducida de EROS (Figura
16).
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Figura 16. Nuevos mecanismos de los efectos pleiotrépicos de las
estatinas. El FPP indica farnesil pirofosfato; GGPP, pirofosfato de
geranilgeranilo; HMG-CoA, 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A; y
VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular (Tomado y modificado
de Tanaka y cols., 2013).

1.14.5 Efecto antioxidante de las estatinas

1.14.5.1 Disminucion del estrés oxidativo

Uno de los mecanismos conocidos que presentan las estatinas, es el de poseer propiedades
pleidtropicas, que consisten en llevar a cabo la inhibicion de intermediarios isoprenoides
(fernesilo o geranilgeranilo), necesarios para la funcion de las proteinas pequefias G, que
también son sintetizadas por la via del mevalonato (Maragaritis y cols., 2014). A nivel
intracelular, las proteinas G pequefias tales como Ras, Racl y RhoA; participan en varias vias
de sefializacion con implicaciones cardiovasculares; siendo la Racl, una de las vias mas
relevantes en la produccion de EROS vascular que se produce a través de la NADH/NADPH-
oxidasa productora de O, la cual es capaz de reaccionar con NO del medio y producir
peroxinitrito (ONOQ"), provocando una disminucion de NO (Creager y cols, 2003). La
atorvastatina tiene la capacidad de bloquear la actividad de Racl y su translocaciéon a la
membrana, evitando la formacion del complejo de la NADPH oxidasa, contribuyendo a un
aumento en la biodisponibilidad de NO; mejorando la disfuncion endotelial e incrementando
la conductancia arterial de la vasodilatacién dependiente del endotelio, promoviendo el
aumento del flujo sanguineo a las terminales nerviosas, inhibiendo la apoptosis e isquemia de

las fibras autonomas cardiacas y disminuyendo el EO (Ceriello y cols., 2016).
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Las estatinas suprimen la actividad de las enzimas prooxidantes (tales como NADPH oxidasa,
eNOS desacoplada, y otras) y mejoran la eficacia de los sistemas de defensa antioxidante
enddgenos en el endotelio vascular, conduciendo a una reduccion neta de la biodisponibilidad
de EROS (Margaritis y cols., 2014). De hecho, la evidencia reciente sugiere que el tratamiento
con atorvastatina, ejerce un efecto antioxidante sistémico dentro de los primeros 3 dias de

inicio del tratamiento en pacientes con aterosclerosis (Antoniades y cols., 2011).

La activacion y translocacion de Racl a la membrana es necesaria para la activacion de los
complejos Nox1 y Nox2, que son abundantes en las células vasculares y estan implicados en la
fisiopatologia de la aterosclerosis. Un paso crucial en la activacion de Racl, es su
geranilgeranilacion por el GGPP, producido a través de la ruta del mevalonato. Las estatinas
suprimen la formacion de isoprenoides, como GGPP (Margaritis y cols., 2014). Los efectos
de las estatinas sobre la NADPH oxidasa, se han examinado en modelos animales que
muestran diversos estados de EC. En conejos ateroscleroticos, el tratamiento con fluvastatina
previene un aumento de la actividad de p22 phox y gp91 phox inducido por la dieta alta en
grasas, mejorando la funcion endotelial y reduciendo el tamafio de la placa ateroesclerética
(Mitani y cols., 2003). En un modelo de rata de accidente cerebrovascular isquémico, el
pretratamiento con atorvastatina previene los aumentos en la generacion de EROS y la
actividad de la NADPH oxidasa, al reducir los niveles de ARNm de gp9l1 phox y la
translocacion de p47 phox a la membrana (Hong y cols., 2006). En un estudio transversal, el
tratamiento con estatinas de individuos hiperlipidémicos, se asocié con niveles circulantes
reducidos de gp91 phox y marcadores de EO sistémico (Pignatelli y cols., 2010). Se resume
los efectos antioxidantes de las estatinas, a través de la modulacion de la expresion y actividad
de la NADPH oxidasa en el endotelio (Figura 17) (Margaritis y cols., 2014).
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Figura 17. Efectos de las estatinas sobre la NADPH oxidasa en las células
endoteliales (CE). Las estatinas suprimen la expresion de p22 phox y reducen los
niveles de p47 phox y NOX2. Ademas, al disminuir la sintesis de GGPP, evitan
la activacion de Racl y translocacion a la membrana, lo que impide la activacion
del complejo Nox2 en el endotelio (Tomado y modificado de Margaritis, 2014).

1.14.6 Efecto cardioprotector de las estatinas

1.14.6.1 Mejoramiento de la funcién endotelial

Las estatinas mejoran la expresion y actividad de la eNOS, mientras que también mejoran su
acoplamiento enzimético. Esto conduce a una mayor biodisponibilidad del NO y a una mejor
funcién endotelial (Margaritis, 2014).

La disfuncion endotelial, se caracteriza por una disponibilidad reducida de NO; esta es una
molécula gaseosa, que se difunde a las células del muasculo liso vascular (CMLV),
desencadenando un aumento en el GMP ciclico intracelular e induciendo la vasorelajacion.
Por lo tanto, tiene un papel importante en la regulacion del tono vascular, ya que se opone a
las acciones de factores vasoconstrictores como la ET-1. Ademés, el NO también esta
implicado en la regulacion de otros procesos, como la agregacion plaquetaria y la adhesion de

leucocitos, desempefiando asi un papel integral en la homeostasis vascular (Deanfield y cols.,
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2007). La principal fuente enzimatica de NO en la vasculatura es la eNOS, que se localiza
predominantemente en las CE. La eNOS es un homodimero complejo que utiliza I- arginina y

oxigeno molecular (O2) como sustrato para producir NO y 1- citrulina (Margaritis, 2014).

Se ha demostrado que los efectos pleiotropicos de las estatinas en la vasculatura estan
mediados, al menos en parte, a través de modificaciones en la expresion de eNOS, actividad y
acoplamiento enzimético (Figura 18). Las estatinas inhiben la sintesis de mevalonato,
reduciendo el GGPP, previniendo la activacion de la via Rho / ROCK vy estabilizando el
ARNmM de eNOS, debido al aumento en la poliadenilacion de ARNm de eNOS, debido a
alteraciones en el citoesqueleto de actina, después de la inhibicién de Rho (Kosmidou y cols.,
2007); aumentando asi la expresion de eNOS. Al reducir el contenido de caveolina 1(cav-1) y
dimetilarginina asimétrica (ADMA) circulante, y aumentar la fosforilacion de eNOS, en los
sitios de activacion Ser-633 y Ser-1177, a través de las vias AMPK, Akt y PIBK/PKA, las
estatinas también aumentan la actividad de eNOS endotelial. Por dltimo, mediante la
regulacién positiva de la guanosina trifosfato ciclohidrolasa (GTPCH); la cual se encarga de la
biosintesis de tetrahidrobiopterina (BHa), las estatinas aumentan la disponibilidad de BHa; el
cual es un cofactor esencial, que se une a la eNOS endotelial, para la produccion de NO y de
esta manera, se restaura el acoplamiento de eNOS endotelial, el cual es esencial para la

funcién fisioldgica del vaso humano (Landmesser y cols., 2004) (Figura 18).

Se ha demostrado que la geranilgeranilacion de la GTP-ase Rho, conduce a la regulacion
negativa de eNOS en las CE; El tratamiento con estatinas inhibi6 la formacién de Pirofosfato
de geranilgeranilo (GGPP); intermediario de la via del mevalonato, y por lo tanto, condujo a la
expresion mejorada de eNOS, que se revirti6 mediante co-incubacion con GGPP (Laufs y
Liao, 1998).

También se ha demostrado que las Lipoproteinas de baja densidad (LDL) enddgenas
aumentadas, afectan negativamente a la expresion del ARNm de eNOS, en las células
endoteliales de la vena de cordon umbilical humano (HUVECS), un efecto que se revierte a
nivel postranscripcional después de la exposicion a simvastatina (Martinez-Gonzélez y cols,
2001). En la exposicién de HUVECs senescentes inducidas por H20-, las estatinas activaron la

via fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)/Akt, incrementando la fosforilacion de eNOS vy
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mejoraron la expresion de eNOS (Ota y cols., 2010). La expresion aumentada de eNOS
mediada por estatinas se demuestra en una mejor funcién endotelial, como se evidencia en
modelos animales de disfuncion endotelial relacionada con la edad (de Sotomayor y cols.,
2005) y dieta alta en grasas (Wilson y cols., 2001).

La exposicion de HUVECs a cerivastatina o fluvastatina, conduce a la regulacion positiva de
la expresion de guanosina trifosfato ciclohidrolasa (GTPCH) y aumenta la biodisponibilidad
de BH4, conduciendo a la mejora del acoplamiento de eNOS (Hattori y cols., 2003; Aoki y
cols., 2012).

Citosol

Geranilgeranilacion
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Figura 18. Efectos de las estatinas en la eNOS de las células endoteliales (CE). GGPP,
geranilgeranil pirofosfato; ROCK, proteina quinasa asociada a Rho; GTPCH,
guanosina trifosfato ciclohidrolasa; AMPK, proteina quinasa activada por adenosina
monofosfato; PKA, proteina quinasa A; PI3K, fosfatidilinositol 3-quinasa; ADMA,
dimetilarginina asimétrica; DDAH, dimetilarginina dimetilaminohidrolasa; CE, célula
endotelial (Tomado y modificado de Margaritis, 2014).

Los mecanismos subyacentes relacionados con el papel cardioprotector de las estatinas estan
relacionados con numerosas acciones pleiotropicas, que incluyen la inhibicion de los eventos
inflamatorios y la mejora de la funcion endotelial, ademas de una capacidad efectiva para

reducir el colesterol. Estudios recientes llevados a cabo por Balakumar y Mahadevan, (2012)
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sugieren una posible interaccion entre las estatinas y los factores de transcripcion nuclear
como los PPAR, que también deberian tenerse en cuenta al analizar el efecto potencial de las
estatinas en el tratamiento de las complicaciones cardiovasculares. Las estatinas tienen dos
funciones principales: (i) un efecto de la reduccion del colesterol a través de la inhibicion de
HMG-CoA-reductasa; (ii) una propiedad de activacion de PPAR recientemente explorada, que
podria mediar los efectos pleiotrépicos protectores cardiovasculares de las estatinas, que
incluyen propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y antifibréticas (Figura 19) (Balakumar
y Mahadevan, 2012).

La interaccion entre las estatinas y los PPAR, ademés de su efecto reductor del colesterol,
puede ser un mecanismo clave de los efectos cardioprotectores que ejercen las estatinas
(Balakumar y Mahadevan, 2012). Sheng y cols, (2005) investigaron el efecto de la
atorvastatina sobre la hipertrofia inducida por la angiotensina Il de los miocitos cardiacos en
relacién con los cambios en la expresion de ARNm de PPARa y PPARYy. El tratamiento con
atorvastatina regulaba positivamente la expresion de PPARa y PPARYy y consecuentemente,
inhibia la hipertrofia de los miocitos cardiacos in vitro al disminuir la expresion de ARNm de
marcadores de hipertrofia cardiaca, como el péptido natriurético auricular (ANP), el péptido
natriurético cerebral (BNP), MMP9, MMP2 e IL-1pB (Sheng y cols, 2005). Posteriormente, se
inform6 un potencial anti-hipertrofico in vivo de la atorvastatina. La administracion de
atorvastatina en ratas con sobrecarga de presién, impidi6 notablemente el desarrollo de
hipertrofia cardiaca (evaluada en términos del aumento de la relacion entre el peso cardiaco y
el peso corporal, grosor de la pared ventricular izquierda y diametro de los miocitos)
atenuando la regulacion negativa del ARNm de PPARYy e inhibiendo la expresion de ARNm
de BNP, IL-1B y MMP9 (Ye y cols., 2006). Ademas, se ha demostrado que los ratones con
deficiencia de apolipoproteina E (ApoE - / -) alimentados con "dieta estilo occidental
desarrollaron hipertrofia cardiaca y fibrosis por un aumento en la edad. Sin embargo, el
tratamiento con simvastatina, inhibi6 el desarrollo de hipertrofia y fibrosis cardiaca en ratones
ApoE - / - al aumentar significativamente la expresion de PPARa y PPARy (Qin y cols.,
2010). En conjunto, las estatinas tienen un efecto potencial en la prevencion de anomalias
cardiacas, incluida la hipertrofia cardiaca, a través de una activacion pleiotropica de PPARa y

PPARY en el corazén y la subsiguiente inhibicion de la inflamacion miocéardica y la fibrosis
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cardiaca. En un estudio reciente por Shen y cols, (2010) han demostrado mas que el
pretratamiento con simvastatina, en un modelo de rata con bypass cardiopulmonar (BCP),
disminuyd significativamente la expresion miocardica de citocinas inflamatorias como TNF-a,
IL-6 y MCP-1. Se sugirio que dicho efecto antiinflamatorio del miocardio de la simvastatina
esta relacionado en parte con la activacion de PPARY y la inhibicion de la sefializacion de NF-
kB (Shen y cols., 2010). Este estudio confirma, ademas, el hecho de que el efecto preventivo
de las estatinas sobre la inflamacién del miocardio, podria estar mediado por un mecanismo
vinculado a PPAR.
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Figura 19. Mecanismos cardioprotectores de las estatinas y la interaccion con PPAR (Tomado
y modificado de Balakumar y Mahadevan, 2012).

1.14.7 Estatinas y el sistema nervioso autbnomo
En la ultima década se han examinado como las neuronas de la RVLM regulan el SNA

periférico, como se relacionan los sistemas simpatico y renina-angiotensina y cémo se puede
suprimir el sistema simpatico, para prevenir los eventos cardiovasculares. Con base en
resultados de estudios de patch-clamp, se ha encontrado que la angiotensina Il potencio la

actividad de las neuronas en la RVLM, un centro nervioso simpatico, mientras que al bloquear
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a los receptores de Ang Il, se reduce la actividad neuronal de la RVLM (Kumagai y cols.,
2012).

Una propiedad pleiotropica de las estatinas que recibe poca atencion, son sus efectos sobre el
SNA. El aumento del flujo simpatico central y la disminucion del tono vagal cardiaco, son
alteraciones caracteristicas de un rango de condiciones cardiovasculares, para las cuales las
estatinas ahora se prescriben rutinariamente para reducir los eventos cardiovasculares después
del infarto agudo de miocardio (IAM), en la HTA, enfermedad renal cronica (ERC),
insuficiencia cardiaca cronica (ICC) y DM (Millar y Floras, 2014). La posibilidad de que las
estatinas también reduzcan el riesgo cardiovascular, al rectificar el control nervioso alterado
del corazon y la circulacion presente en muchas enfermedades ha recibido menos atencién
(Millar y Floras, 2014).

Las proteinas G estdn presentes y son funcionalmente activas en los sitios neuronales
centrales, implicados en la generacion de flujo simpético y parasimpético, como la RVLM, el

NTS y el nacleo paraventricular (Millar y Floras, 2014).

En modelos experimentales con HTA o insuficiencia cardiaca (IC), una 0 méas de estas
regiones centrales del tallo cerebral, exhiben un EO elevado, con aumento de EROS (Por
ejemplo niveles de TBARS (sustancias reactivas al &cido tiobarbitdrico) y de Oz (Kishi y
cols., 2004), niveles disminuidos de NO (Hirooka y cols., 2003; Biancardi y cols., 2011) y
defensas antioxidantes (Chan y cols., 2006).

En pacientes con HTA, ERC e ICC tratados con estatinas lipofilicas, tales como simvastatina y
atorvastatina, han mostrado reducir la actividad nerviosa simpatica muscular (MSNA) en un
12 y 30% (Millar y Floras, 2014).

El incremento de EROS, tales como Oz, el NO inactivo, una importante molécula de
sefializacion en el cerebro (Garthwaite y cols., 1995) reacciona con O2"y produce el ONOO-,
altamente reactivo y citotoxico (Vaziri y cols., 2002). Otra de las funciones que presentan las
EROS en la RVLM, es el de equilibrar los aminoacidos excitadores e inhibidores, facilitando
asi la modulacion de entrada de neuronas simpaticas premotoras (Nishihara y cols., 2012).

Como consecuencia, el inhibidor acido y-aminobutirico (GABA), el cual es un
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neurotransmisor del sistema nervioso central, se reduce en la RVLM de ratas hipertensas
(Shinohara y cols., 2012). Un mecanismo responsable de dicho aumento del EO central, puede
ser la activacion patologica del sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), que regula y
actua sobre los receptores centrales de angiotensina Il tipo 1 (AT1), para aumentar la actividad
de la NADPH oxidasa y EROS (Zimmerman y cols., 2002; Kishi y Hirooka, 2012). Otro
mecanismo que puede estar implicado en el aumento de la actividad oxidante de la NADPH
oxidasa, el Oy, y la actividad reguladora del receptor AT1, son las citocinas inflamatorias
producidas por los macréfagos perivasculares del cerebro (Yu y cols., 2010; Zhang y cols.,
2010).

Un mecanismo que interviene en el flujo simpéatico aumentado y el tono vagalcardiaco, es el
desequilibrio neural central entre EROS y NO/antioxidantes. En modelos animales de HTA, la
infusion icv (intracerebroventricular) de apocinina, un inhibidor de la NADPH oxidasa,
administrado para reducir la produccién de EROS a nivel neural central, disminuyen tanto la

actividad del nervio simpatico renal (RSNA), como la PA (Nagae y cols., 2009).

Por lo tanto, si se logra la entrada de las estatinas en el cerebro, estas podrian ejercer acciones
inhibidoras simpaticas centralmente, al reducir el EO central mediado por EROS y al aumentar
la produccion o la disponibilidad de NO (Gao y cols., 2008). Si es asi, estas propiedades
podrian tener aplicaciones importantes para pacientes con afecciones como HTA, IAM, ERC,
IC y DM, en quienes hay una elevada actividad simpatica y una disminucion de la modulacién
de FC (frecuencia cardiaca) vagal, y asociado con un mayor riesgo de hipertrofia ventricular,
arritmias y mortalidad prematura (Schlaich y cols., 2003).

Las estatinas difieren con respecto a la lipofilia, lo que influye en su selectividad tisular. Las
estatinas hidrofilicas como rosuvastatina y pravastatina, experimentan principalmente
absorcion hepética por un polipéptido transportador de aniones organico mediado por
portadores, mientras que las estatinas lipofilicas (simvastatina, atorvastatina, fluvastatina y
lovastatina) pueden difundirse pasivamente a través de las membranas celulares extrahepaticas
(Hamelin y Turgeon, 1998). En consecuencia, las estatinas lipofilicas tienen un mayor
potencial, para cruzar la barrera hematoencefalica e interactuar con las regiones cerebrales

centrales implicadas en la generacion o modulacién de la actividad simpética y parasimpatica
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eferente (Millar y Floras, 2014). Hasta la fecha, debido a que la mayoria de los estudios que
investigan posibles efectos autondmicos han administrado estatinas lipofilicas, los datos

relativos a las estatinas hidrofilas son limitados (Millar y Floras, 2014).

1.14.7.1 Estudios experimentales de las estatinas sobre el SNA
La RVLM, es el centro vasomotor que determina la actividad nerviosa simpética basal

(Takuya y cols., 2004). Por lo tanto, la integridad funcional de la RVLM es esencial para el

mantenimiento del tono vasomotor basal (Takuya y cols., 2004).

En ratas espontdneamente hipertensivas propensas a ataques cerebrales (SHRSPs), a las cuales
se les administro 30 dias de atorvastatina oral, a dosis altas (50 mg / kg de peso corporal por
dia), se observd una reduccion en la excrecion urinaria de NE, a las 24 horas y en la PA (Kishi
y cols., 2003). Estos efectos no se observaron en ratas control WKY (Wistar-Kyoto), a pesar
de que la atorvastatina redujo el colesterol total y colesterol-LDL en ambos grupos. La
atorvastatina aumento la expresion de eNOS (corteza, cerebelo, hipotalamo, tronco encefalico
y aorta) y NOS inducible (iNOS) (corteza, hipotdlamo, tronco encefélico y aorta) en los
grupos SHRSPs y WKY, pero no se detectd ningln efecto sobre la NOS neuronal (nNOS). EI
mismo tratamiento redujo los niveles elevados de TBARS en el RVLM vy el cerebro completo

de los SHRSP, pero no tuvo efecto en los animales WKY (Kishi y cols., 2008).

Estd documentado que las estatinas interactan con los sistemas neurohumorales,
particularmente con las vias nerviosas simpaticas (Liao y Laufs, 2005). Los datos de estudios
en animales y humanos muestran que las estatinas, pueden disminuir la actividad nerviosa

simpatica (Liao y Laufs, 2005).

Estudios clinicos han demostrado que la ICC, se asocia con una activacién simpatica
aumentada o simpatoexcitacion (Lie y cols., 2005) y funcion barorrefleja arterial alterada
(Thames y cols., 1993). Esta excesiva activacion simpatica, es un pronéstico de muerte y
complicaciones (Francis y cols., 1993) y por lo tanto, se ha considerado un objetivo
terapéutico principal en el tratamiento de la ICC. Se ha demostrado que los inhibidores de la
3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa, como la simvastatina, normalizan el flujo
simpatico y la regulacion del reflejo cardiovascular y restauran el equilibrio simpaticovagal

en conejos con ICC inducida por estimulacion (Pliquett y cols., 2003).
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Estudios llevados a cabo por Zimmerman y cols, (2002) y por Ushio y cols, (1996) han
demostrado que las EROS derivadas de la NADPH oxidasa inducidas por la Angll, juegan un
papel importante en la regulacion central de la actividad autondmica y la funcion
cardiovascular en estados fisiologicos y patologicos (Griendling y cols.,, 1994).La
estimulacion del receptor AT1 por Ang Il, conduce no solo a la activacion directa de la
NADPH oxidasa, generadora de Oz  , sino también a la expresion de las subunidades que
componen esta enzima (Fukui y cols., 1997). La Ang Il es un factor predominante que
conduce a una mayor produccién de radicales libres por la activacion de la NADPH oxidasa,

por la estimulacion del receptor ATy (Griendling y cols., 1994).

En un estudio reciente en conejos con ICC llevado a cabo por Gao y cols (2004), demostraron
que la expresion génica del receptor de AT y de las subunidades de la NADPH oxidasa (p40
phox, p47 phox, y gp91 phox) y la produccién de Oz, estaban regulados positivamente en la
RVLM vy que estos factores juegan un papel critico en la simpatoexcitacion observada en la
ICC. Se ha demostrado que la via NFKB, puede mediar el aumento de la actividad del nervio
simpatico en la ICC, y que su blogueo de esta via reduce el flujo de salida simpatico, la
expresion del receptor ATy el EO en ratas con ICC (Node y cols., 2003).

Por otro lado, estudios in vivo, han demostrado que el tratamiento con simvastatina, produce
efectos beneficiosos en la funcion autondmica en el estado de la ICC, causando la disminucion
de la expresion del RNAm del receptor AT: y produciendo de esta manera una expresion y
actividad regulada negativamente de la NADPH oxidasa (p40 phox , p47 phox , y gp91 phox)
y una disminucion de Oz en la RVLM. Estos datos sugieren que estos mecanismos
contribuyen a la inhibicién del flujo de salida simpatico y la normalizacién de la regulacion

barorrefleja cardiovascular en la ICC.

El efecto benéfico de la simvastatina en la funcién autondémica durante la ICC, se observé en
la reduccion de la produccion de radicales en la RVLM. Por otra parte, se sabe que una fuente
primaria de produccion de ERQOS, es el sistema NADPH oxidasa (Rajagopalan y cols., 1996).
El O, se produce al ensamblarse las proteinas citosolicas Rac-1, p67phox, p47phox y
p40phox con las proteinas transmembrana gp91lphox y p22phox (Suh y cols., 1999). La

GTPasa Racl, parece ser crucial para la activacién de la enzima NAPH oxidasa. Esto requiere
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la translocacion de Racl del citosol a la membrana celular, como se ha demostrado en los
neutrdfilos (Rinckel y cols., 1999). Ademas se ha demostrado que la simvastatina, redujo la
translocacion de Racl del citosol a la membrana celular e inhibio la actividad de Racl
(Wassmann y cols., 2002), los estudios han sugerido que la modulacion de la expresion de la
subunidad, es decisivamente importante para la actividad general de la NADPH oxidasa
(Lassegue y cols., 2001).

Se han estudiado los efectos simpaticoliticos de las estatinas en diversas poblaciones,
utilizando diferentes métodos de andlisis de la activacion simpética. Los estudios en los que la
VFC, se utilizd como el método indirecto de evaluacion de la funcién autonémica, mostraron
que después del tratamiento con estatinas, se obtuvo un aumento en el espectro de potencia
total de la VFC y reduccion de la relacion de oscilaciones de baja/alta frecuencia (LF/HF) en
el analisis de dominio de frecuencia, asi como un aumento en la desviacion estandar de lo
intervalos RR consecutivos del corazon (DERR); en el analisis del dominio del tiempo (Riahi
y cols., 2002). Se realiz6 un metanalisis de estudios aleatorizados en pacientes con presion
arterial normal, hipertension arterial e insuficiencia cardiaca cronica, controlados con placebo
y usando diferentes dosis de estatinas, en el cual utilizaron la microneurografia o llamada
también actividad nerviosa simpéatica muscular (MSNA), para evaluar el efecto simpaticolitico
de las estatinas, llevado a a cabo por Lewandowski y cols, (2015). En este estudio, la actividad
nerviosa simpatica medida por MSNA, fue menor en el grupo con estatinas con respecto al
grupo placebo (Lewandowski y cols., 2015). El principal hallazgo del metanalisis, es que las
estatinas, en comparacion con el placebo, reducen la actividad simpatica medida por
microneurografia. La microneurografia es un método directo, para medir el flujo simpatico,
cuyos resultados se correlacionan en gran medida con otros métodos de investigacion de la

actividad simpatica, incluida la liberacion de NE en plasma (Grassi y Esler, 1999).

En un estudio con 6 semanas de terapia con atorvastatina en pacientes con enfermedades
renales cronicas, dieron como resultado una disminucion de MSNA, mientras que la PA no
cambié (Siddigi y cols., 2011). En otro estudio de pacientes con ICC, el tratamiento
reiniciado con estatinas, también disminuy6 el MSNA, mientras que no afectd a los niveles de
NE plasmaética ni a la PA (Gomes y cols., 2010). Sin embargo, debe tenerse en cuenta que en

los estudios analizados, solo se investigaron los efectos de la simvastatina y la
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atorvastatina. Ambas estatinas son lipofilicas y tienen un mayor potencial para cruzar la
barrera hematoencefélica, por lo que pueden incidir facilmente en las regiones del sistema
nervioso central, involucradas en la modulacion del equilibrio autbnomo (Horwich y cols.,
2011).

Un estudio reciente llevado a cabo por Barreto y cols, (2009) mostraron que el aumento de la
actividad nerviosa simpatica muscular (MSNA), fue un predictor independiente significativo
de la mortalidad cardiaca a 1 afio en pacientes con IC (Barreto y cols., 2009). La MSNA sigue
siendo alta en pacientes con IC, lo que hace que el SNS sea un objetivo farmacolégico

primario, en el tratamiento de la IC (Deo y cols., 2012).

Estudios en conejos con ICC inducida por taquicardia ventricular crénica, han demostrado que
la terapia con estatinas reduce el flujo simpatico central, esta disminucion inducida por
estatinas en la actividad simpaética, se debe a una reduccion del Oz en la RVLM del tronco del
encéfalo, el centro primario para el control central de la actividad nerviosa simpatica (Zucker
y Gao, 2006).

La mejora en la funcion del sistema nervioso autonomo, con el tratamiento de estatinas, se ha
demostrado en modelos animales con ICC (Deo y cols., 2012). Pliquett y cols, (2003)
estudiaron la funcién autondémica en conejos con ICC con respecto a conejos normales
(control), evaluando la VFC. Los conejos con ICC, presentaron una VFC disminuida
significativamente, la cual se evalué mediante la DERR y el andlisis espectral de potencia, en
comparacion con los controles. Sin embargo, los conejos con ICC, a los cuales se les dio
tratamiento con simvastatina durante tres semanas presentaron una VFC mas alta que los
conejos con ICC no tratados con simvastatina (Pliquett y cols., 2003). En otro estudio llevado
a cabo por Gao y cols, (2005) se demostro que los niveles plasmaticos de NE fueron elevados
en conejos con ICC, en comparacion con los controles; sin embargo, los niveles de
norepinefrina fueron significativamente mas bajos en conejos con ICC, que recibieron
simvastatina en dosis moderadas a altas en comparacion con los animales con ICC tratados
con estatinas. La actividad nerviosa simpatica renal (RSNA), medida directamente por
electrodos implantados quirdrgicamente, también confirmd una simpatoexcitacion menor en

aquellos conejos con ICC tratados con simvastatina (Gao y cols., 2005).
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2. Antecedentes
La diabetes se ha convertido en una epidemia y se mantiene como un importante problema de

salud puablica. Con el aumento de los costos y la creciente incidencia de la diabetes, es cada

vez mas importante comprender los mecanismos que conducen a la enfermedad

La hiperglucemia causa dafio a diversos tejidos del cuerpo, dando lugar al desarrollo de
complicaciones de salud potencialmente mortales, asociadas con disfuncion de diferentes
organos, especialmente en 0jos, rifiones, nervios, corazon y vasos sanguineos (ADA, 2016).
La Diabetes afecta a 415 millones de personas a nivel mundial y se estima que en el afio 2040,
alcance los 642 millones de personas (Whitting y cols., 2015). En México la prevalencia de la
diabetes es del 15.8% (20-79 afos). Durante las ultimas décadas el nimero de personas que
padecen diabetes en México se ha incrementado y actualmente figura entre las primeras causas
de muerte (ENSANUT, 2012. Los datos de la ENSANUT 2012 identifican a 6.4 millones de

adultos mexicanos que han recibido un diagndéstico de diabetes (Schnell, 2013).

Se ha establecido que el incremento del estrés oxidativo tiene un papel critico en las
complicaciones de la diabetes, provocando un desequilibrio entre la produccién de EROS y el
sistema de defensa antioxidante (Tesfaye y cols., 2010). Varios estudios han demostrado que
el EO posiblemente activado por anomalias vasculares y asociado a la microangiopatia en el
nervio, es un proceso patologico clave en la induccion de dafio nervioso durante la diabetes

tanto en seres humanos como en modelos experimentales (Tesfaye y cols., 2010).

La hiperglucemia y el entorno metabolico adverso en pacientes con DM producen un aumento
del estrés oxidativo y nitrosativo, que puede causar dafio/disfuncién neuronal directa, asi como
disfuncion endotelial que produce isquemia neuronal. Los axones neuronales son ricos en
mitocondrias, lo que los hace particularmente susceptibles a los efectos directos e indirectos
sobre el estrés oxidativo y nitrosativo (Dimitropoulos y cols., 2014). La neuropatia en la DM
puede conducir a anomalias en la respuesta de la vasculatura coronaria a la estimulacién
simpatica, que puede manifestarse clinicamente como taquicardia en reposo o bradicardia,
intolerancia al ejercicio, hipotension ortostatica, pérdida de la disminucion nocturna en la PA
0 isquemia miocardica silenciosa en las pruebas cardiacas. Un indicador temprano de la

neuropatia autondémica cardiaca es la reduccion de la VFC, que se puede evaluar



65

cualitativamente en la clinica (Ferranti y cols, 2014). Los datos limitados sugieren que la
isquemia miocérdica silenciosa es mas comun en presencia de NAC (Ferranti y cols., 2014).
Las estimaciones de la prevalencia de la NAC en la DM1 varian ampliamente, en parte debido
a las diferentes definiciones y métodos de ensayo. La NAC puede afectar hasta el 40% de los
individuos con DM1 (Ferranti y cols., 2014).

Se ha demostrado que la reduccion de la VFC como marcador de la disfuncion autonémica
tiene graves consecuencias en términos de morbilidad (Vinik y cols., 2013).

La hiperglucemia de largo plazo es un factor importante en el desarrollo de complicaciones
microvasculares (como la nefropatia diabética, neuropatia y retinopatia) y macrovasculares
(como la enfermedad arterial coronaria (EAC), complicaciones arterial periférica y el
accidente cerebrovascular (Shahbaj y cols., 2015). Las neuropatias se encuentran entre las
complicaciones mas comunes a largo plazo de la diabetes, que afectan hasta el 50% de los
pacientes y es la complicaciébn mas comun y costosa tanto de la DM1 como de la diabetes
DM2 (Shahbaj y cols., 2015). Las Neuropatias diabéticas, incluyendo la NAC, son una
complicacion cronica comdn de la DM1 y DM2 y confieren una alta morbilidad y mortalidad

de los pacientes diabéticos (Justin y Shuil, 2011).

Las primeras manifestaciones de la NAC son el aumento del control simpatico, presentando
una desregulacién del funcionamiento del sistema nervioso auténomo sobre el corazon,
disminuyendo la VFC. Estos factores se asocian con mayor riesgo de desarrollar muerte subita
cardiaca. Por lo que un indicador temprano del diagnostico de la NAC es la VFC, que puede
evaluarse cualitativamente en la clinica mediante el registro de un ECG (de Ferranti y cols.,
2014).

3. Justificacion
La hiperglucemia presente en la diabetes ha sido asociada con un mayor riesgo de deterioro

cardiovascular, siendo la principal causa de muerte. La neuropatia autonémica cardiaca (NAC)
es una de las complicaciones cronicas de la DM. Actualmente no existe un tratamiento
especifico para el tratamiento de la NAC, sin embargo se han empleado antioxidantes como el

acido a lipoico. En pacientes diabéticos como en modelos animales, se ha demostrado que la
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concentracion de marcadores de estrés oxidativo como el Oy malonaldehido (MDA), se
encuentran incrementados en el corazén, vasos sanguineos Yy las fibras nerviosas periféricas.
Los efectos de las estatinas sobre la funcion del sistema nervioso autbnomo se han estudiado
en modelos experimentales con enfermedades que derivan a dafios cardiovasculares como:
hipercolesterolemia (Pelat y cols., 2013), sindrome metabdlico (Da-Silva y Cols., 2011),
hipertension (Kishi y cols., 2011) y la diabetes (Matsuki y cols., 2010). En pacientes con
hipercolesterolemia (Melenovsk y cols., 2003), asi como con diabetes (Raluca y cols., 2014),
se han evaluado los efectos terapéuticos de las estatinas sobre la funcion autondémica. Estos
estudios muestran que las estatinas ofrecen un efecto benéfico sobre las funciones
autonémicas y cardiovasculares, sin embargo no ha sido completamente dilucidado. Es
ampliamente conocido que las estatinas ejercen efectos benéficos sobre la EAC al disminuir
las LDL-C, sin embargo, varios efectos potencialmente cardioprotectores se han atribuido a
estos medicamentos de forma independiente al efecto hipolipemiente (Bonetti y cols., 2002)
Ilamados pleiotropicos. Las acciones pleiotrépicas de las estatinas incluyen mejora en las
placas de aterosclerosis y la regulacién autondémica, las propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antitrombdticas (Liao & Laufs., 2005). También se ha reportado que las
estatinas modifican las corrientes idnicas y por lo tanto pueden incidir directamente en las
propiedades electrofisiolégicas del corazén de estados patolégicos como en las arritmias.
Ademas, se ha observado que las estatinas aumentan la modulacion simpatico-vagal de la
frecuencia cardiaca y mejoran el nivel de la VFC en pacientes con hipercolesterolemia
(Welzig y cols., 2003).Las estatinas independientemente de la disminucion de lipidos en la
sangre, presentan diversos efectos pleiotropicos, como antioxidantes, cardioprotectores, anti-
inflamatorios, neuroprotectores, entre otros. Por tal motivo se planted la utilizacion de
estatinas, en particular a la atorvastatina en un modelo animal con DM 1, para estudiar los
posibles efectos que presentan la atorvastatina sobre la variabilidad de la frecuencia durante la
diabetes. Por esta razon esta tesis se enfatizo inicialmente a la evaluacion de la disautonomia
diabética cardiaca por medio del analisis de la VFC y posteriormente a la evaluacion del
efecto de la Atorvastatina sobre la reduccién de dicha modulacion simpatico-vagal presente
durante la DM1. Con los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion, se podra
estudiar en un futuro los mecanismos bioquimicos y genéticos en los que participa la

atorvastatina que expliquen la mejora de la disautonomia cardiaca durante la DM1.
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5. Hipotesis:
La atorvastatina reduce los cambios en la variabilidad de la frecuencia cardiaca inducidos por

la DM experimental.

6. Objetivos:

6.1 General:

Evaluar el efecto cardioprotector de la atorvastatina sobre la VFC en un modelo de Diabetes

mellitus experimental mediante el registro de un ekg.

6.2 Particulares:

a) Evaluar el efecto protector de la atorvastatina en los cambios en la VFC por el método del

dominio del tiempo, método de la frecuencia y el por el diagrama de Poincaré.

b) Evaluar el efecto de la atorvastatina de la VFC sobre el balance simpético vagal mediante el

método de la frecuencia.

c) Evaluar el efecto de la atorvastatina sobre el intervalo QT mediante el registro de los
intervalos electrocardiograficos.
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7. Metodologia

7.1 Modelo animal
Para la realizacion de la parte experimental se emplearon ratas macho de la cepa Sprague-

Dawley con un peso de 200 g. proporcionadas por el Bioterio “Claude Bernard” de la BUAP.
Los animales fueron divididos de forma aleatoria en cuatro grupos de 6 integrantes: el grupo
control (CTRL), el grupo diabético (DM), el grupo control con atorvastatina (CTRL ATO) y el
grupo diabetico con atorvastatina (DM ATO). Los animales tuvieron acceso a comida y agua
ad libitum durante todo el estudio. El uso y cuidado de los animales fue regido por el comité
institucional para el cuidado y uso de animales de laboratorio y segun la NOM-062-ZOO-
1999.

7.2 Modelo experimental de diabetes mellitus
Para la induccion de la diabetes mellitus en las ratas wistar macho, se administré una

concentracion de 60 mg/kg de peso; ip de STZ, esto se realizd al inicio de la fase
experimental; en el dia cero. La diabetes fue inducida para el grupo diabético y el grupo
diabético atorvastatina. Para el grupo control y control atorvastatina se administré solucién
salina (0.9%). A las 48 horas después de la induccién con STZ se cuantificarén los niveles
sanguineos de glucosa mediante un glucémetro (Contour®TS, Bayer), empleando una muestra
de sangre venosa obtenida por puncién de la cola de la rata. Valores de glucosa > 350 mg/dL
fueron considerados como hiperglucemia (Howart y cols., 2005), es decir presencia de
diabetes mellitus en el animal. Para la caracterizacion del modelo de diabetes mellitus
experimental se evalu6 la concentracion de glucosa en sangre y el peso cada dos semanas a

partir de la semana cero, hasta la semana ocho.

7.3 Tratamiento con atorvastatina
El tratamiento con atorvastatina se realizo por via oral empleando una dosis de 20mg/Kg/dia y

se inicio una vez que los animales presentarén hiperglucemia y se siguio por 8 semanas. Se
administré la atorvastatina al grupo diabético atorvastatina (DM ATO) y al grupo control
atorvastatina (CTRL ATO).



70

7.4 Administracion oral de la atorvastatina
Para la administraciéon del farmaco se utilizé una sonda esofagica, la cual se coloc6 en una

jeringa de 3mL, posteriormente se tomé la solucion del tubo eppendorf con el farmaco
(atorvastatina) disuelto. Finalmente, se realiza la administracion de la solucion del farmaco por

via oral en el roedor.

7.5 Registro de electrocardiograma
El registro del electrocardiograma (EKG), es una medicion de la actividad eléctrica del

corazon. La cual se realizd colocando electrodos en lugares especificos del cuerpo, para
obtener una representacion grafica, o trazado de la actividad eléctrica. Las sefiales del EKG se
registraron para examinar la variabilidad de la frecuencia cardiaca (VFC) y el analisis de la
morfologia de los parametros electrocardiograficos, mediante la medicién de los intervalos
electrocardiograaficos. En el presente trabajo de tesis se realizo el registro del EKG en un
horario de 8:00-11:00 a.m, las ratas se trasquilaron desde la region toracica hasta la region
epigastrica donde se colocaron los electrodos de acuerdo a la derivacion Il del plano frontal
introducida por Einthoven (electro negativo en la extremidad derecha delantera y el electrodo

positivo en la extremidad izquierda trasera) (Tarvainen y cols., 2014).

7.6 Procesamiento del registro de EKG
Posteriormente el analisis del registro de ekg se llevd a cabo mediante la utilizacion del

software de andlisis de datos LabChart, el cual detecto la sefial eléctrica amplificada del
corazén en mV, mediante el Bioamplificador (BIO Amp CF, ADInstrumets), y posteriormente
se digitalizo por el equipo Powerlab 4/35 ADInstruments, transmitiéndose finalmente al
software LabChart 7 (ADInstruments); donde se capturé el EKG y se realizarén las
mediciones como el anélisis de los intervalos electrocardiograficos y el analisis de la VFC.

El registro del EKG fue efectuado previo a la administracion de STZ; semana cero, semana 2,
semana 4, semana 6 y semana 8. En cada caso, el registro del EKG cont6 con una duracion de

60 minutos.

7.7 Obtencion de los parametros electrocardiograficos
Se cuantificaron los intervalos PR, QRS y QT del EKG. Todos ellos fueron medidos con

ayuda del software LabChart 7 (ADInstruments) y fueron expresados en milisegundos (ms).

Para cada caso, se consider6 como valor real la media de tres mediciones obtenidas a partir de
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tres ciclos cardiacos consecutivos. Estos andlisis electrocardiograficos consistieron en la
medicién del intervalo PR, el cual consiste en la medicion a partir del principio de la onda T,
hasta el termind de la onda R. Después se midio el complejo QRS, el cual se mide a partir de
la onda Q hasta el termino de la onda S. Y por ultimo se mide el intervalo QT, el cual se mide

a partir del inicio de la onda Q, hasta el término de la onda T (Figura 20).

Complejo
QRS

R

PF T
A /\—

Intervalo PR Q V
S

| Intervalo QT

Figura 20. Sefiales tipicas de un electrocardiograma la onda
P, el complejo QRS, onda T vy los intervalos
eléctrocardiograficos (PR, QRS y QT) (Tomado y modificado
de Howart y cols., 2009).

A continacién se explican que representan cada uno de los intervalos electrocardiograficos y

como se miden:

Intervalo PR: Representa la propagacién de la despolarizacion de las auriculas hacia los
ventriculos cardiacos. El intervalo PR se determina midiendo el tiempo desde el comienzo de
la onda P hasta el comienzo del complejo QRS (Figura 20). El andlisis de la duracion del
intervalo PR es crucial en el diagndstico de los bloqueos auriculoventriculares (Sugiyama y
cols., 2005).

Intervalo QRS: Muestra el tiempo de propagacién de la despolarizacion a través de los
ventriculos (Figura 20). El anélisis de la longitud de los complejos QRS proporciona datos
importantes sobre la actividad eléctrica del corazén (Sugiyama y cols., 2005).
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Intervalo QT: Representa la despolarizacion y la repolarizacion de los ventriculos (Figura
20) La duracion de este intervalo puede indicar alteraciones en la actividad eléctrica del
corazén debido y también puede prologarse a diversos factores como a la presencia de
problemas cardiovaculares, como infarto al miocardio, isquemia, incluido el sindrome de QT

prolongado (Sugiyama y cols., 2005).

7.8 Andlisis de la variabilidad de la frecuencia cardiaca
La variabilidad de la frecuencia cardiaca describe las variaciones entre los latidos cardiacos

consecutivos con respecto al tiempo (Shaffer y Ginsberg, 2017).El ritmo del corazon es
controlado por el nodo sinoatrial (SA), el cual es modulado tanto por la fibras del sistema
parasimpatico y simpatico del sistema nervioso autonomo, por tal motivo la VFC evalda el

funcionamiento del SNA sobre el corazén (Tarvainen y cols., 2014).

En individuos normales, la frecuencia cardiaca tiene un alto grado de variabilidad de la
frecuencia cardiaca (VFC) latido a latido, mientras que la variabilidad de la frecuencia
cardiaca se puede disminuir por alguna patologia como la neuropatia autonémica cardiaca y el
envejecimiento (Kleiger y cols., 1987). En términos generales, la actividad simpatica tiende a
aumentar la FC y disminuir la VFC, mientras que la actividad parasimpatica tiende a disminuir
la FC y aumentar la VFC (Tarvainen y cols., 2014). La disminucion de la VFC se asocia con
un mayor riesgo de mortalidad en pacientes con problemas cardiovasculares (Pereira-Junior y
cols., 2008).

Para la realizacion del analisis de la VFC, se capturarén 20 minutos de cada registro del EKG
obtenidos del Labchart, que posteriormente se analizaron en el software Kubius HRV 2.1
(University of Eastern Finland). EI Kubios HRV 2, es un software avanzado y facil de usar
para el analisis de la variabilidad de la frecuencia cardiaca (VFC). El software admite varios
formatos de datos de entrada para los datos del electrocardiograma (ECG) y los datos del
intervalo ntre cada latido del corazon. Incluye un algoritmo adaptativo de deteccién de QRS y
de herramientas para correccion de las sefiales y seleccion de muestras de analisis (Pop-Busui,
2010). El software calcula todos los parametros de la VFC en el dominio de tiempo, dominio

de la frecuencia, asi como parametros no lineales como el diagrama de Poincaré. Los
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diferentes métodos que evaltan la VFC se explican a continuacion (Tarvainen y cols., 2014;
Pop-Busui, 2010).

7.8.1 Anélisis de la VFC en el dominio del tiempo
Para analisis de la VFC por el método en el dominio del tiempo son computacionalmente

simples y se aplican directamente a la serie de sucesivos valores de intervalos RR. Los
parametros que evaltan la VFC, incluyen el intervalo RR, la desviacion estandar de los
intervalos RR (DERR); que refleja la variacion general (tanto a corto como a largo plazo)
dentro de la serie de intervalos RR, y la raiz cuadrada de la media de las diferencias de los
intervalos RR adyacentes al cuadrado (RMSSD); que se utiliza como una medida de la
variabilidad a corto plazo, ambos indices fueron expresados en milisegundos. Estos
pardmetros estadisticos se realizaron mediante las siguientes ecuaciones por el programa
Kubius HRV 2.1 (University of Eastern Finland):

La desviacion estandar de los intervalos RR consecutivos del corazén (DERR)

DERR (ms) = \/ % * (RRi - RR)2 (Rajendra y cols., 2006),

Donde:
RRi= Valor de cada intervalo RR
RR= Media de los intervalos RR

La DERR refleja en general tanto a corto plazo como a largo plazo la variacion dentro de la
serie de intervalos RR consecutivos del corazon.Esta medida evalua la magnitud de las
variaciones temporales en el ritmo cardiaco modulado de forma auténoma (Wang y Huang,
2012).

La variabilidad del ritmo cardiaco, es una medida que indica la cantidad de variacion que hay
en los latidos de su corazdn dentro de un marco de tiempo especifico. La unidad de medida es
milisegundos (ms) (Vesterinen y cols., 2013). Si los intervalos entre los latidos del corazon
son bastante constantes, la VFC es baja. Sin embargo cuando la longitud de los intervalos RR
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con respecto al tiempo varia, la VFC es alta (Huatala y cols., 2006; Vesterinen y cols., 2016;
Vesterinen y cols., 2013).

El otro pardmetro estadistico de la VFC en el dominio del tiempo es la RMSSD, el cual se
define como la raiz cuadrada de la media de las diferencias de los intervalos RR adyacentes al

cuadrado (RMSSD) dada por la ecuacion siguiente:

RMSSD :\/ % 1(RRi — RRi + 1)2 (von Borell y cols., 2007),

Donde:
RRi= Valor de cada intervalo RR
RRi+1= Valor del intervalo RR siguiente

El RMSSD es una medida de la VFC a corto plazo de los intervalos RR, que refleja la
integridad del control auténomo del corazén, mediada por el nervio vago (Rodas y cols, 2008;
DeGiorgio y cols, 2010).

7.8.2 Analisis de la VFC mediante el registro del intervalo RR mediante un tacograma

Para analisis del intervalo RR, este se midid a partir del inicio de la onda R con respecto a la
siguiente onda R o latido cardiaco consecutivo (Figura 21). El intervalo RR es el tiempo

transcurrido entre dos ondas R consecutivas en el EKG.
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R DuraciéndelintervaloRR R

Figura 21. Duracion del intervalo RR del corazén. Cada onda R indica un
latido cardiaco, por lo que el intervalo entre dos ondas (R-R); es el intervalo
entre dos latidos cardiacos (Tomado y modificado de Cancino, 2011).

Posteriormente la variacion de la duracion de los intervalos RR con respecto al tiempo, es
decir la medicion de cada uno de ellos, se transportaron en un tacograma donde se graficaron
en las abcisas la duracion de cada uno de los intervalos RR cosecutivos y en el eje de las

ordenadas; el nimero de intervalos RR consecutivos del corazon (Figura 22).
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Figura 22. Tacograma de intervalo RR de una
sefial del EKG en funcién del tiempo de una
rata control de semana cero.

7.8.2 Andlisis de la VFC en el dominio de la frecuencia
El analisis de la VFC en el dominio de la frecuencia evalta el control del SNA sobre el

corazon. Este analisis consiste en la medicion del espectro de frecuencias de la VFC, la cual se
obtiene a partir de la transformada rapida de Fourier, la cual transforma la energia (potencia)
de la sefial RR en diferentes componentes frecuenciales; estos diversos componentes
espectrales se correlacionan con los diferentes componentes del sistema nervioso autbnomo;
Ilamados oscilaciones de baja frecuencia (LF) y oscilaciones de alta frecuencia (HF)
(Tarvainen y cols., 2014;Ribeiro y cols., 2016). Las oscilaciones de HF (0.15-0.40 Hz) esta
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modulada por el sistema nervioso parasimpatico y las oscilaciones de LF (0.04-0.15 Hz)
reflejan la modulacion simpética, mientras que la modulacion simpético-vagal se evalla
midiendo la proporcion simpatico/parasimpatico (LF/HF) (Ribeiro y cols., 2016;Tarvainen y
cols., 2014).

Para cada uno de los componentes frecuenciales se obtuvo el poder total expresado en % y
solo para LF y HF se obtuvo el poder total expresado en unidades normalizadas (un). La
representacion de LF y HF en unidades normalizadas; enfatiza el comportamiento controlado
y equilibrado de los sistemas del sistema nervioso autdnomo (Task Force of the European
Society of Cardiology, 1996).

Los porcentajes se calcularon en base a las contribuciones de cada componente con respecto al

poder total y las unidades normalizadas (UN) se calcularon en base a la ecuacion siguiente:

LF 0 HF (%)
Poder total (%)—VLF (%)

LF o HF (un) = (Seyd y cols., 2008).

Asimismo se obtendré el cociente LF/HF a partir de los valores expresados en UN para la

medicion del balance simpatico vagal.

7.8.3 Analisis de la VFC en el método no lineal de Poincaré
El método no lineal implementado en el software, es el diagrama de Poincaré que evalla la

VFC, la cual representa la variabilidad de latido a latido.El diagrama de Poincaré proporciona
una representacion visual de los datos RR, en el cual se grafica en el eje X, el RRn(ms) y en el
eje Y, el RRn+1(Figura 23). El andlisis de la VFC computarizado por el software kubius ajusto
una elipse alrededor de la nube de distribucion de puntos (intervalos RR), orientados a lo largo
de la linea de identidad (LI) (LI; linea donde RRn = RR n+1 (Tarvainen y cols., 2014). El
ancho y la longitud de la elipse estan determinados por las desviaciones estandar de los puntos
perpendiculares a lo largo de la LI y se indican con SD1 y SD2, respectivamente (Tarvainen
y cols., 2014). La desviacién estandar SD1 representa la variabilidad instantanea de latido a
latido de los datos a corto plazo, mientras que la desviacion estandar SD2 proporciona una
cuantificacion de los intervalos RR continuos a largo plazo. Considerando que SD1 mide la
variabilidad a corto plazo, mientras que SD2 mide la variabilidad a largo plazo;

respectivamente dados por las ecuaciones siguientes:
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SDZ:J 1
n

n_(DiM) 2 n (Dim )2

SD1 = J -
(Brennnan y cols., 2001).

Donde:

DiM: Distancia de un punto con respecto al eje mayor de la elipse

Dim: Distancia de un punto con respecto al eje menor de la elipse

Ambos indices fueron expresados en milisegundos (ms).
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Figura 23. Analisis de la VFC por el Diagrama de Poincaré mediante el uso del
software Kubius 2.1, para una rata control A) y una rata diabética B); con sus
respectivos paramétros estadisticos SD1 y SD2.
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Figura 24. Andlisis de la VFC por el Diagrama de Poincaré mediante el uso del Software 2.1,
para una persona sana A) y una persona con enfermedad cardiaca B); con sus respectivos
pardmetros estadisticos SD1 y SD2.
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7.9 Andlisis estadistico

Para la evaluacion del modelo diabético, en el cual se cuantificaron los parametros de peso y
glucosa, los cuales se graficaron mediante el promedio £+ EEM para el grupo control y
diabético (t student, *p<0.05), utilizando el programa GraphPad Prims 6.0, el cual proporciono

los datos estadisticos y las graficas.

Los datos de la VFC para el dominio del tiempo y de la frecuencia se llevo acabo empleando
el promedio + EEM t-student, *p<0.05), para los grupos control, diabético y diabético
atorvastatina comparandolo entre dos grupos. Las graficas obtenidas se realizaron utilizando
el programa Origin.

Para la obtencién de los resultados de los intervalos electrocardiograficos se llevo a cabo el
promedio + EEM, ANOVA de una via, post test Bonferroni, ***p<0.001 para cada unos de
los grupos experimentales (grupo control, grupo diabético, grupo control atorvastatina y grupo
diabético atorvastatina). La grafica y el andlisis estadistico se llevo a cabo en el programa
GraphPad Prims 6.0.

8. Resultados

8.1 Caracteristicas generales del modelo experimental de Diabetes Mellitus inducida por
Estreptozotocina

8.1.2 Peso y glucosa

Los pesos de los animales en el dia cero fueron similares y no se presentaron diferencia
significativa en el promedio entre los grupos estudiados. La induccion y desarrollo de la DM,
provoco una disminucion significativa en el peso del grupo DM y un incremento significativo
en la concentracion de glucosa plasmatica (p<0.05) en relacién al grupo CTRL. El registro de
peso fue de 334.3 + 9.257 g para el grupo CTRL y 183.4 £+ 3.5g para el grupo DM (Figura
25), mientras los valores de glucosa plasmatica fueron de 128.6 + 4.0 mg/dL vs 427.4 £ 7.8
mg/dL, en los grupos CTRL y DM respectivamente (Figura 25) y Tabla 2.
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Figura 25. Registro de peso (A) del grupo control (CTRL) y grupo diabético (DM) al inicio de
la fase experimental (semana cero) y en la semana ocho y registro de la concentracion de
glucosa (B) del grupo control (CTRL) y el grupo diabético (DM) a las 0 horas y 48 horas
después de la administracion de STZ. Para cada caso los datos graficados se representan como la
media + el EEM para el grupo control (CTRL) y diabético (DM) (t student, *p<0.05).

Peso (9) Glucosa (mg/dL)

Control (CTRL) 334.3 £ 9.257 128.6+4.0 mg/dL

Diabético (DM) 183.4+359* | 427.4+7.8 mg/dL *

Tabla 2.Caracterizacién del modelo de diabetes mellitus experimental

Registro de Peso y glucosa para el grupo control y grupo diabético.

8.2 Andlisis de la VFC en el dominio del tiempo
En el tacograma de la Figura 26 se grafica la duracion de los intervalos RR obtenidos a partir

del electrocardiograma en funcion del tiempo de registro. Se observa en el grupo DM la
disminucion en los valores del intervalo asi como una menor dispersion de los valores del
mismo en relacion a lo que se observa en el grupo CTRL y en el grupo DM-ATOR. El
intervalo RR obtenido en el grupo DM presenta un incremento significativo respecto al valor
obtenido en el grupo CTRL (Figura 26). El intervalo RR fue de 183.4 + 11.0 ms en el grupo
DM vy 162.3+ 7.5ms en el grupo CTRL. No se obtuvo diferencia significativa en el intervalo

RR entre los grupos CTRL y CTRL-ATO (Tabla 2). El tratamiento con atorvastatina, en el
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grupo DM-ATO resulto en un una disminucion del intervalo RR en relacion al grupo DM, el
cual no recibio tratamiento. En el grupo DM-ATO, el intervalo RR fue del79.5 £ 27.0 ms.
Debido a que la frecuencia cardiaca es inversamente proporcional a la duracion del intervalo
RR, en el grupo diabético se presentd una disminucion significativa (p<0.05) de la frecuencia
cardiaca en relacion al grupo control (332.1 £ 20.6 lat/min vs 373.3 + 15.9 lat/min,
respectivamente) (Tabla 3).
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Figura 26. Efectos de la atorvastatina sobre la VFC durante la diabetes mellitus.
A) El grupo control (CTRL) en la semana 0 y el grupo (CTRL) semana 8
presentaron una mayor dispersion de los intervalos RR;mayor VFC B); con
respecto al grupo diabético (DM) C); en el cual se observé una menor dispersion
de los intervalos RR; menor VFC. Sin embargo en el grupo diabético tratado con
atorvastatina (DM ATQO) D); el efecto de la DM sobre la VFC fue menos evidente.
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Intervalo RR (ms)
Control (CTRL) 162.3+75
Diabético (DM) 183.4+11.0

Tabla 3. Valores del intervalo RR para el grupo

control y grupo diabético de la semana ocho.

Con respecto a los parametros estadisticos del dominio en el tiempo (DERR y RMSSD), se
encontré que a las ocho semanas de seguimiento, en el grupo de animales con diabetes se
presentd un decremento de la DERR y en la RMSSD con respecto al grupo control, mientras
que el tratamiento con ATO del grupo de animales con DM, no mostraron diferencia
significativa con respecto al grupo control. La DERR, presento una disminucion significativa
(p<0.05) en el grupo DM contrastado con el grupo CTRL,; es decir, durante la DM la VFC
total disminuye (Figura 27). En el grupo DM el valor de DERR fue de 2.4 + 0.1 ms mientras
en el grupo CTRL fue de 5.5 £ 0.5 ms. No se obtuvo diferencia significativa en la DERR entre
los grupos CTRL y CTRL-ATO. El tratamiento con ATOR, en el grupo DM-ATOR resulto en
un incremento en el valor de la DERR en relacién al grupo DM (Figura 27). En el grupo DM-
ATO el valor de DERR fue 4.3 £ 0.4ms.

Por otra parte, se encontraron resultados similares en el valor de RMSSD. En el grupo DM el
valor de RMSSD fue de 1.7 £ 0.3 ms mientras en el grupo CTRL fue de 3.5 £ 0.0 ms. No se
obtuvo diferencia significativa en la RMSSD entre los grupos CTRL y CTRL-ATO. El
tratamiento CON ATO, en el grupo DM-ATO resulto en un incremento en el valor de la
RMSSD en relacion al grupo DM (Figura 27). En el grupo DM-ATO el valor de RMSSD fue
3.3 £0.6 ms.

En la presente tesis encontramos que las ratas con diabetes presentaron una reduccion del
DERR en las 4 y 8 semanas después de la aplicacién de la STZ y de forma semejante el
RMSSD presentd una reduccion, estos cambios reflejan la disminucion en la variacion del
periodo de tiempo entre latidos consecutivos y una alteracion en la actividad parasimpatica
(Von Borell y cols., 2007) indicando una reduccion en control autonémico y por lo tanto

podemos decir que estos animales cursan con disautonomia diabética cardiaca. Por otra parte,
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el tratamiento crénico con ATO de las ratas con DM no mostraron dicha reduccién en la VFC,
indicando que dicho medicamento protegi6 a la rata del desarrollo de la desregulacion del

sistema nervioso auténomo.
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Figura 27. Efecto de la atorvastatina sobre la VFC en el dominio del tiempo durante la diabetes mellitus. A) y B)
La administracion de la atorvastatina en el grupo DM protege de la disminucién de los indicadores DERR y
RMSSD de la VFC, los cuales disminuyen de forma significativa en el grupo DM sin tratamiento en relacién a lo
observado en el grupo control. Los datos se representan como la media + EEM para cada uno de los grupos
estudiados,*p<0.05 (t student); n=6.

8.2.1 Analisis de la VFC en el dominio de la frecuencia
Durante el analisis en el dominio de la frecuencia, encontramos que el grupo de animales con

DM presento un incremento en LF, un decremento en HF y un incremento en el cociente
LF/HF con respecto al grupo control, mientras que el tratamiento con ATO del grupo de
animales con DM no fueron observadas diferencias significativas con respecto al grupo
control. El valor de HF fue de 52+ 4.1UN en el grupo DM y 66.7 £ 4.9UN en el grupo CTRL.
No se obtuvo diferencia significativa en el valor de HF entre los grupos CTRL y CTRL-ATO.
El tratamiento aplicado en el grupo DM-ATO resulto en un efecto protector sobre el indicador
HF de la VFC en el dominio de la frecuencia. Los valores de HF del grupo DM-ATO no

presentaron diferencia significativa respecto a los obtenidos en el grupo CTRL (Figura 28).
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La disminucion del indicador HF se relaciona positivamente con la disminucién del indice
RMSSD del dominio del tiempo, reflejando que durante la DM, existe una alteracion del

control autonémico sobre el corazon, principalmente del tono parasimpatico.

El valor de LF del grupo DM presento un incremento significativo en relacién al grupo CTRL.
El valor de LF fue de 46 + 3.1UN en el grupo DMy 30.9 + 4.7UN en el grupo CTRL. El
tratamiento aplicado en el grupo DM-ATOR resulto en un efecto protector en el indicador LF
de la VFC en el dominio de la frecuencia. Los valores de LF del grupo DM-ATO no
presentaron diferencia significativa respecto a los obtenidos en el grupo CTRL (Figura 28).

Con respecto a la relacion de las oscilaciones de baja frecuencia y alta frecuencia (LF/HF) en
el grupo DM, el cociente LF/HF considerado como el indicador del equilibrio simpatico-vagal
sobre la funcion cardiaca, presento un incremento significado respecto al grupo CTRL. El
valor obtenido de LF/HF fue de en el 0.8 £ 0.0 para el grupo DM y 0.3 + 0.0 en el grupo
CTRL. Estos datos indican que la DM induce la presencia de un desbalance simpético vagal
con disminucién del tono simpatico. Sin embargo, el grupo de animales diabéticos que
recibieron tratamiento con ATOR (DM-ATO), no presentaron incremento en el cociente,

mejor aun el valor obtenido fue similar al encontrado en el grupo control.



LF (UN)

84

HF (UN)

Sem d

Sem @ Sem 4 Sem 8§

12—
B

‘o.m-"\‘ﬂ'“ 4
- 0B84
z
2
' 084
b 4 neé
-
-

Sem 0

Figura 28. Efecto de la atorvastatina sobre la modulacién automica de la
frecuencia cardiaca durante la diabetes mellitus. A) La administracién de la
atorvastatina en el grupo DM impidi6 el incremento en las oscilaciones de
baja frecuencia (LF), las cuales se encuentran aumentadas durante la DM en
relacion a lo observado en el grupo control. B) efecto similar se observo para
el caso de las oscilaciones de alta frecuencia (HF), las cual disminuyo
durante la diabetes. También se observo una disminucion de la relacion
simpético vagal en el grupo diabético tratado con atorvastatina, el cual se
encuentra aumentado en el grupo diabético C). Los datos se representan
como la media + EEM para los grupos estudiados, *p<0.05 (t-student); n=6.
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8.2.2 Analisis de la VFC en el diagrama de Poincaré
Mediante el grafico de Poincaré se puede estimar la VFC en base a las contribuciones

parasimpaticas o simpéticas sobre la frecuencia cardiaca de acuerdo a la dispersion de los
puntos alrededor de la linea de identidad. Esta dispersidn puede ser simétrica si no se presenta
algun predominio de alguno de los sistemas antes mencionados o asimétrica, si uno de los
sistemas domina sobre el otro. El predominio parasimpético se refleja mediante un nimero
mayor de puntos por arriba de dicha linea, siendo lo contrario al presentarse un predominio
simpatico. En estado no patologico se presenta una asimetria de la VFC con predominio

parasimpatico.

En el grupo control tanto de la semana cero (Figura 29;A) como de la semana 8 (Figura
29;B) se observd una gran distribucion de los puntos (intervalos RR); reflejando una amplia
variacion del periodo de tiempo entre intervalos RR sucesivos; estos resultados indican una
alta VFC (Figura 29; Ay B). Sin embargo durante la DM se presentd una menor dispersion
de los puntos a lo largo y ancho de dicha linea de indentidad, indicandonos una menor
dispersion del periodo de tiempo entre intervalos RR sucesivos y ademas la existencia de un
determinado nimero de intervalos RR sucesivos de misma duracion, estos resultados indican
una disminucion de la VFC durante la DM (Figura 29;C).

Por otro lado en el grupo de animales diabéticos tratados con atorvastatina (DM ATO) se
observo un efecto protector por el tratamiento con la estatina ya que evito la disminucién de la
VFC, observandose una dispersion de los intervalos RR sucesivos alrededor de la linea de
indentidad (Figura 29;D).

Al evaluar los indices SD1 y SD2 del diagrama de poincaré para cada uno de los grupos
experimentales mencionados en la figura 25 se obtuvieron los siguientes valores (Tabla 4).A
través del calculo de los indices SD1 y SD2, asociados a la VFC a corto y a largo plazo
respectivamente, se confirmé una disminucion significativa (p<0.05) de la VFC en el grupo
DM al compararse con el grupo CTRL tanto en SD1 como en SD2 (Tabla 4). Los valores
obtenidos para SD1 fueron, 2.5 £ 0.0 ms vs 1.4 + 0.2 ms para el grupo CTRL y DM
respectivamente; para SD2 los valores obtenidos fueron 7.3 £ 0.8 ms vs 3.3+ 0.1 ms para los

grupos CTRL y DM respectivamente.
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Sin embargo, en el grupo de animales diabéticos que recibieron tratamiento con atorvastatina
(DM-ATO), se observo un efecto protector del tratamiento, ya que los valores obtenidos en
este grupo no presentaron diferencias significativas respecto a los obtenidos en el grupo
CTRL. Los valores obtenidos para SD1 y SD2 en este grupo fueron, 2.3 + 0.4 ms y 5.6 + 0.6
ms respectivamente (Tabla 4) (Figura 29).
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Figura 29. La atorvastatina protege de la disminucion de la variabilidad de la frecuencia cardiaca
durante la diabetes mellitus. A) El grupo control (CTRL) en la semana 0y el grupo control (CTRL) semana
8 B) presentaron mayor dispersion de los intervalos RR (puntos en color negro) alrededor de la linea de
identidad, indicando una mayor VFC; en el grupo diabético (DM) C) se observo una menor dispersion de
los intervalos RR;indicando una menor VFC, sin embargo en el grupo diabético tratado con
atorvastatina (DM ATO) se revirtid el efecto del grupo DM, observiandose una dispersién o amplia
distribucion de los intervalos RR consecutivos, mejorandose la VFC, presentandose un aumento de la
VFC del grupo diabético tratado con el farmaco;n=1.
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Parametros estadisticos SD1 (ms) SD2 (ms)
Grupo control (CTRL) 25+0.0 7.3+0.8
Grupo diabético (DM) 1.4+0.2 3.3+0.1
Grupo diabético 23104 56+0.6
Atorvastatina (DM ATO)

Tabla 4. Tabla de parametros estadisticos del diagrama de poincaré,
SD1 y SD2 de los grupos control (CTRL), grupo diabético (DM) y
grupo diabético atorvastatina (DM ATO) de la semana ocho.Cada

parametro SD1 y SD2 corresponden para un roedor n=1.

8.3 Parametros electrocardiograficos
Otro de los pardmetros que se midieron en el presente estudio fueron los parametros

electrocardiogréaficos en la semana ocho. En los intervalos de PR y el complejo QRS de todos
los grupos experimentales control (CTRL), diabético (DM), control atorvastatina (CTRL
ATO) y diabético atorvastatina (DM ATO) no presentaron diferencias significativas (Tabla 5)
y Figura 30. Sin embargo, se obtuvo un incremento significativo en la duracién del

intervalo QT en el grupo DM respecto al grupo control.

Intervalos PR (ms) QRS (ms) QT(ms)
electrocardiogréaficos

Grupo control 546+1.0 16.1+£0.5 73.0x1.7

Grupo diabético 58.0+1.9 16.1+0.6 100.9 £ 0.7 ***
Grupo diabético atorvastatina 58.1 + 2.3 158+0.1 75.8+£1.8 ***
Grupo control atorvastatina  53.8+1.1 15.2+0.3 73.6 £1.4 ***

Tabla 5. Tabla de intervalos electrocardiograficos de los grupos control (CTRL), grupo
diabético (DM), grupo diabético atorvastatina (DM ATO) y grupo control atorvastatina

(CTRL ATO) de la semana ocho. Para cada valor de intervalo electrocardiografico se
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realizo por triplicado para una n=5. Los datos se representaron como la £ EEM, ANOVA

de una via, post test Bonferroni, ***p<0.001; n=5.

Tiempo (ms)

QPO & <00 @’o“;«o‘;\o
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PR(ms) QRS (ms) QT (ms)

Figura 30. Pardmetros electrocardigraficos de los
grupos experimentales en la semana 8. Los datos se
representaron como la + EEM, ANOVA de una via,
post test Bonferroni, ***p<0.001; n=5.

9. Discusion
En la presente tesis se analiz6 el efecto del tratamiento de la Atorvastatina sobre la

variabilidad de la frecuencia cardiaca de ratas con diabetes inducida con estreptozotocina. En
la presente discusion de resultados, se presentan brevemente los aspectos metodolédgicos para
contextualizar la interpretacion de resultados, entre los cuales se discute sobre la eleccion del
animal de experimentacion, asi como el analisis de la variabilidad de frecuencia cardiaca a
través del registro del electrocardiograma. A continuacion se presentan antecedentes e
hipdtesis relacionados con los resultados obtenidos sobre la reduccion de la VFC (por el
desbalance Simpético-Vagal) y sobre el efecto protector de la Atorvastatina en la

disautonomia cardiaca durante la diabetes.

9.1 Modelo de Diabetes mellitus experimental inducido con STZ en rata
Para la realizacion del proyecto se utiliz6 como modelo experimental a la ratas debido a que es

un roedor ampliamente utilizado para estudios de fisiologia y farmacologia experimental, ya
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que también constituye un importante modelo para el estudio de la VFC, siendo adecuado para
investigaciones que involucran en las patologias, enfoques toxicologicos y ambientales
(Pereira-Junior y cols., 2010).La colococacion de los electrodos a la rata para el registro del
ekg y la obtencion de la VFC, es un proceso factible. Se utilizo ratas macho en el presente
trabajo de investigacion con la finalidad de minimizar la posible variabilidad entre sexos, en

particular por la diferencia dependiente de la modulacién hormonal (Goyal y cols., 2016).

Se han propuesto diversos agentes que inducen modelos de diabetes experiental, uno de ellos
es el aloxano, el cual produce efectos toxicos no solo a las células B, sino que también afecta a
otros organos del cuerpo (Rohilla y Ali, 2012). Otro agente que induce la diabetes en los
modelos animales asociadas con las caracteristicas clinicas de la diabetes en los seres humanos
es la estreptozotocina (STZ). Por tal motivo en el presente trabajo de investigacion se planted
la utilizacion de la STZ, la cual se ha utilizado ampliamente en las ultimas tres décadas para
inducir la diabetes en diversas especies animales debido a que la STZ es menos toxica y mas
especifica y selectiva para las células p pancreaticas, en lugar del alloxano. Goyal y cols,
(2016) han propuesto que la STZ se introduce a la célula B por medio del transportador de
glucosa GLUT?2, causando la destruccion progresiva de las células 3, induciendo la muerte de
las células B por sus efectos toxicos en los islotes pancreaticos y entonces al no haber insulina
suficiente para facilitar la entrada de glucosa en la célula, el nivel en sangre aumenta. En la
literatura, los modelos inducidos por STZ son considerados diabéticos cuando la
concentracion de glucosa en sangre es >350 mg/dL (Marangoni y cols., 2014; Howart y cols.,
2005); utilizando las sugerencias de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) para evaluar

a los animales diabéticos.

En el presente trabajo de tesis se evaluaron caracteristicas de peso y glucosa para evaluar el
modelo experimental de diabetes mellitus tipo 1 inducido por STZ y los resultados que se
obtuvieron se describen a continuacion. Los animales diabéticos de experimentacion
presentaron un aumento significativo en la concentracion de glucosa sanguinea y una
reduccion del peso corporal, ambos indicadores del cuadro de Diabetes Mellitus Experimental

comparable con la diabetes tipo 1 del humano; como se observa en la Figura 25.
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9.2 Disminucion de peso en las ratas diabéticas
Al evaluar el registro de peso para el grupo diabético y grupo control observados en la Figura

25, se presentd una dismucion de peso en las ratas diabéticas con respecto al grupo control;
esto puede ser consecuencia debido a una mayor movilizacion de los &cidos grasos del tejido
adiposo, a una aceleracion de la B oxidacidon hepatica, y a la disminuciéon de la enzima lipasa
en el tejido adiposo cuando los niveles de insulina estdn dismuinidos; como lo proponen
Akbarzadeh y cols, (2007). Por otro este mismo efecto podria estar implicado en la
disminucion de la sintesis de proteinas en los tejidos, favoreciéndose la protedlisis, ademas de
alteraciones del metabolismo lipidico, que conllevan a una disminucion del peso; como lo
menciona Akbarzadeh y cols, 2007. Ademas el déficit de insulina hace que el anabolismo
estimulado por esta, se transforme en un catabolismo de las grasas y las proteinas (Takada y
cols., 2008). Estudios llevados a cabo por Wang Yy cols, (2006) en un modelo animal de
deficiencia de insulina, se demostrd que existe una proteolisis muscular acelerada y que esto

es causado por una disminucion de la actividad de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI13K).

9.3 Aumento de glucosa en el grupo diabético
Otro parametro que se evalud para la caracterizacion del modelo de diabetes mellitus

experimental, fue la concentracion de glucosa, la cual presentd una disminucion en el grupo

diabético (Figura 25), esto debido al efecto que produjo la administracion de STZ.

La STZ, al ser un anélogo estructural de la N-acetil glucosamina posee un resto glucosa unido
a un grupo citotoxico llamado nitrosourea, las células B son mas sensibles a la glucosa, lo que
facilita la entrada de STZ en las células B a través del transportador GLUT2, lo que conduce
finalmente a la toxicidad de la STZ. La propiedad diabetogénica de la STZ se caracteriza por
la destruccion selectiva de las células beta, la deficiencia de insulina, hiperglucemia, polidipsia
y poliuria que se asemejan a la diabetes humana (Goyal y cols., 2016). EIl exceso del
metabolismo de la glucosa por la glucdlisis, activacion de rutas como la del poliol, PKC,
hexosamina y la formacion de productos finales de glicacion avanzada (AGES) genera
radicales libres, tales como especies de oxigeno reactivas (EROS). Esto aumenta el estrés
oxidativo en las células beta que favorecen la necrosis y la apoptosis (Goyal y cols., 2016).

Cabe mencionar que la administracion de STZ en animales experimentales han muestrado un
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aumento de superéxido y malondialdehido, de acuerdo a Goud y cols (2015) y también
presentan una disminucién de los niveles de dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa (Goud
y cols., 2015). Por lo tanto, estos mecanismos favorecen a los procesos de peroxidacion de
lipidos y la disminucion de la actividad antioxidante , ocasiondando a las células beta, un
aumento del estrés oxidativo inducida por la STZ. Por otro lado la STZ es un agente
alquilante genotdxico, que causa la fragmentacion del ADN, dafio celular, apoptosis y necrosis
(Eleazu y cols., 2013); disminuyendo de esta manera la sintesis de insulina debido a la
destruccion de las células beta del pancreas y a su vez produciendo hiperglucemia; como se

observa en el grupo diabético (Figura 25).

9.4 Aumento del intervalo QT en el grupo diabético
En la presente tesis se obuvo un aumento del intervalo QT en el grupo diabético (Figura 30).

De acuerdo a Christensen y cols, (2007) la diabetes es un trastorno metabdlico caracterizado
por un aumento de la glucosa en sangre, como resultado de alteraciones en el metabolismo de
las proteinas, los lipidos y los carbohidratos (Christensen y cols., 2000; da Silva Costa y cols.,
2007).  Estas alteraciones aumentan la tendencia al desarrollo de enfermedades
cardiovasculares y neuropatias que representan una de las principales causas de muerte de los
pacientes (da Silva Costa y cols., 2007; Christensen y cols., 2000). Las alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos y lipidos, pueden causar modificaciones en la estructura y
fisiologia cardiovascular, lo que a su vez conduce a alteraciones en el registro
electrocardiografico; dependiendo de las éareas dafiadas del corazén, producen una
propagacion anormal de los potenciales de accion en el masculo cardiaco, el cual modifica las
ondas del EKG y sus respectivos intervalos. Siendo el EKG uno de los principales métodos en
el diagnostico de las enfermedades cardiovasculares (da Silva Costa y cols., 2007). Para la
medicion del intervalo QT en un EKG, el intervalo se mide desde el comienzo del complejo
QRS hasta el final de la onda T a medida que regresa a la linea base (Nachimuthu y cols.,
2007).

El intervalo QT del EKG representa la suma del potencial de accién (PA) de los miocitos
ventriculares. El potencial de accién refleja el flujo de corrientes de iones a través de una
membrana celular a través de canales especializados hechos de complejos de proteinas,

Ilamados canales ionicos (Nachimuthu, y cols., 2007). EI mal funcionamiento de estos canales
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ionicos, puede conducir a un aumento de la corriente hacia el interior o una corriente hacia el
exterior reducida. Esto aumenta posteriormente la duracion del potencial de accion y, por lo

tanto, la prolongacion del intervalo QT (Nachimuthu y cols., 2007).

Estudios recientes llevados a cabo por Ninkovic y cols, (2016) han sugerido que la
hiperglucemia puede conducir a la prolongacion del intervalo QT a través de varios
mecanismos, siendo uno de ellos la estimulacion de la proteina quinasa C, que conduce a la
sintesis y la liberacion reducida de 6xido nitrico derivado del endotelio; esto conduce a la
disminucién de la actividad de la bomba Na*/ K* ATPasa, una enzima responsable del
mantenimiento del potencial de membrana basal de los miocitos y las células del sistema de
conduccion (manteniendo una alta concentracién de K intracelular y una alta concentracion de
Na extracelular por el mecanismo del transporte activo) (Ninkovic y cols 2016; Tesfamariam y
cols., 1991; Gupta y cols., 1992).

La reduccion de la biodisponibilidad de 6xido nitrico durante la hiperglucemia probablemente
también sea responsable de la disminucion de la actividad de Ca?* ATPasa, una enzima en la
membrana de miocitos que a través del mecanismo de transporte activo mantiene una baja
concentracion de iones Ca®* en la célula, esta disminucion de la actividad de esta enzima
aumenta la entrada de iones Ca?* durante la fase 2 del potencial de accion y el aumento del
intervalo QT (Ninkovic y cols., 2016; Davis y cols., 1985).

La bomba Na’/ K" ATPasa, es una enzima presente en la superficie de todas las células
eucaridticas, que intercambia iones Na+ y K+ en una proporcion de 3: 2, espectivamente.La
enzima consta de dos subunidades (alfa y beta), cada una expresada en varias isoformas.
Muchas hormonas regulan la actividad de bomba la Na*/ K* ATPasa, siendo una de estas
hormonas la insulina, la cual presenta defectos en la via de sefializacion fosfatidilinositol-3-

quinasa (Sweeney y cols., 1998).

La correlacion entre la hiperglucemia y el intervalo QT se ha demostrado en estudios clinicos
previos que incluyen pacientes con metabolismo alterado de la glucosa y en individuos
aparentemente sanos (Li y cols., 2012; Ninkovic y cols., 2016). Ademas, tanto estudios
clinicos como en modelos experimentales, han sugerido que la hiperglucemia conduce a un

intervalo QT prolongado no s6lo en sujetos sanos sino también en aquellos con diabetes
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(Ninkovic y cols., 2016); este efecto fue similar pero en un modelo animal con diabetes
mellitus experimental como se observo en el grupo DM (Figura 30). Sin embargo no se han
confirmado la asociacion de QT prolongado y la NAC en pacientes con diabetes tipo 1y 2
(Kumar y cols., 2004; Ninkovic y cols 2016).Un metaanalisis que investigo la sensibilidad y
especificidad del intervalo QT prolongado para la deteccion de la NAC en pacientes con
diabetes sugirio que el intervalo QT prolongado es un indicador deficiente de la NAC (Whitsel
y cols., 2000; Ninkovic y cols 2016). Estudios previos tampoco han demostrado una relacion
significativa entre el QT y la disfuncion autonémica en pacientes diabéticos. Sin embargo
existen varios factores de riesgo adicionales para desarrollar el intervalo QT prolongado en la
diabetes, incluida la hipertensién, hiperglucemia, complicacion diabética microvascular y la
enfermedad coronaria y la NAC (Takebayashi y cols., 2002; Ninkovic y cols., 2016). Como
factores de riesgo para QT prolongado en la literatura también se informan a la NAC,
hipertensién arterial, insuficiencia cardiaca y enfermedad coronaria (Takebayashi y cols,
2003). Ha quedado claro que los factores de riesgo independientes para la prolongacion de QT
en pacientes con diabetes tipo 1 y tipo 2 son diferentes (Valensi y cols., 2002; Ninkovic y
cols., 2016).

De acuerdo a Nachimuthu y cols, (2012) existen mutaciones en los genes que codifican para
las proteinas que forman parte de los canales ionicos de potasio (Ikr, 1kv) y canales de Na,
dando origen al sindrome congénito de QT largo (SQTL). En el SQTL se debe al bloqueo del
canal rectificador de potasio hacia el interior (Ikr), también conocido como canal de hERG, el
gen que codifica la subunidad formadora de poros del canal rectificador de potasio (IKr), que
es importante para la repolarizacion cardiaca (Nachimuthu y cols., 2012). La disfuncion de
hERG causa el sindrome de QT prolongado y muerte subita. La activacion de este canal
hERG, lleva a cabo un retraso rapido en la corriente rectificadora de potasio (IKr); una
corriente critica en la repolarizacion de fase 3 del potencial de accion cardiaco (Roden y
Viswanathan, 2005).

9.5 Efecto protector de la atorvastatina sobre el intervalo QT
En el el presente trabajo de investigacion no se presento un aumento del intervalo QT para el

grupo diabético tratado con la atorvastatina (Figura 30). Sugiriendo que el tratamiento con el
farmaco protegio a las ratas diabéticas. Se ha demostrado que las estatinas son capaces de
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inhibir las corrientes lentas y regresar a un valor normal el periodo QT de animales con
insuficiencia cardiaca (Vrtovec y cols., 2005). En esta tesis no se explord el valor de las
corrientes del potencial de accion ventricular, por lo tanto podemos comentar que estan
involucradas las corrientes mencionadas en el incremento del periodo QT. Por lo tanto
tampoco podemos precisar el mecanismo por el cual la ATO protege al ventriculo de los
cambios en la duracion, sin embargo este efecto protector cobra relevancia cundo se

consideran los riesgos para la induccion de una arritmia ventricular por un QT largo.

Estudios llevados a cabo por Vrtovec y cols, (2005) han demostrado que la terapia con
atorvastatina a corto plazo reduce significativamente la prolongacion incrementada del
intervalo QT en pacientes con insuficiencia cardiaca avanzada; estos hallazgos podrian ser
parcialmente explicados por la modulacién inducida por las estatinas del tono nervioso
autonomo. Los modelos preclinicos han demostrado que la terapia con estatinas es capaz de
inhibir las corrientes de Ca transmembrana inducidas por la lisofosfatidilcolina.La
prolongacion de la duracion del potencial de accion ventricular en la insuficiencia cardiaca es
causada por la por una regulacion negativa funcional de las corrientes de K y la disminucion
prolongada de las corrientes de Ca de tipo L; al disminuir las corrientes de Ca transmembrana
con el tratamiento de atorvastatin que podria acortar la accion ventricular (Vrtovec y cols.,
2016).

Yokoyama y cols, (2002) han demostrado que la lipoproteina de baja densidad oxidada (LDL)
juega un papel importante en la disfuncion endotelial y la lisofosfatidilcolina (LPC) es un
componente fosfolipido del LDL oxidado. Cuando LDL se oxida, aproximadamente el 60% de
la fosfatidilcolina parece convertirse en LPC, lo que induce actividades aterogénicas, incluida
la induccion de moléculas de adhesion, como la molécula 1 de adhesion celular vascular
(VCAM-1) y la molécula-1 de adhesion intracelular ( ICAM-1) en células endoteliales.LPC
también aumenta la concentracion de Ca*? intracelular en células endoteliales ([Ca*?]i). El
aumento de ([Ca*?]i) consiste en la liberacion de Ca*? de las reservas intracelulares de Ca*? y
la entrada de Ca*? extracelular a través de la membrana plasmatica (Yokoyama y cols.,
20016). Sin embargo el incremento de ([Ca*?];) inducido por la LPC fue abolido mediante la
inhibicidn sobre la LPC por las estatinas; LPC indujo la movilizacion de Ca y la corriente de
membrana a través de una via PLC dependiente de la activacion de Rho en las células
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endoteliales, y las estatinas bloguearon estos efectos al evitar la modificacion de los lipidos
dependiente de GGPP de Rho. DemostrandoYokoyama y cols, (2002) que Rho promueve la

estimulacién de LPC del movimiento de Calcio.

9.6 Reduccion de la VFC durante la DM
Existen varios argumentos para considerar que los resultados en la variabilidad de la

frecuencia cardiaca son atribuidos a la hiperglucemia en lugar de una accion directa de la

estreptozotocina en la modulacion autonémica cardiaca.

En la presente tesis se encontrd que las ratas con diabetes mellitus presentarén una
disminucion de la VFC en el dominio del tiempo; reduccién del DERR y RMSSD en las 4y 8
semanas (Figura 27) después de la aplicacion con STZ, estos cambios reflejan la disminucion
en la variacion del periodo de tiempo entre latidos consecutivos y una alteracion en la
actividad parasimpatica (Von Borell y cols., 2007), indicando una desregulacion del control
autonémico sobre el corazon y por lo tanto podemos decir que estos animales presentaron
neuropatia autonémica cardiaca. Sin embargo en el grupo diabético tratado con atorvastatina
(DM ATO), no presentd dicha disminucion de la VFC, tanto en el pardmetro DERR como en
el RMSSD, indicando que dicho medicamento protegié a la rata del desarrollo de la
desregulacion del sistema nervioso autbnomo y a su vez previno la aparicion de la NAC.

Por otra parte en el andlisis de la VFC en el dominio de la frecuencia, el cual evalla
independientemete la activacion simpatica (LF) o parasimpéatica (HF) y la modulacion
simpatico vagal (LF/HF) (Park y Watanuki, 2005), en el grupo DM se presento un aumento en
las oscilaciones de baja frecuencia LF y en la relacion LF/HF (Figura 28), mientras que en las
oscilaciones de alta frecuencia (HF) se observo una disminucion (Figura 28). Esto demuestra
que el grupo DM presento un aumento en el predominio del sistema nervioso simpatico y a su
vez una disminucién del sistema nervioso parasimpatico, y por lo tanto la disminucion de la
VFC en ambos parametros del dominio del tiempo (Figura 27), indicando que el grupo
diabético desarrollo NAC; ya que de acuerdo a Rodica, (2010) el indicador clinico mas
temprano de la NAC es una disminucién de la VFC. En las primeras etapas de la NAC se
produce una denervacion del corazén a partir de la vértice de los ventriculos hasta la base del
corazoén, en la cual ya no existe una regulacion adecuanda por parte del SNP sobre el corazon,

provocandose de esta manera una desregulacion del sistema nervioso autdonomo
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cardiovascular, con un mayor predominio de la actividad simpatica (Rodica., 2010;
Serhiyenko y Serhiyenko., 2015). Krishna y cols, (2014) han demostrado que la NAC resulta
del dafio de las fibras nerviosas autonomas que inevan al corazon y vasos sanguineos,
causando anormalidades en el control de la frecuencia cardiaca ys su dinamica vascular. Por
otro lado evidencia experimental sugiere que las especies reactivas de oxigeno (EROS)
incluyendo el superdxido (O27) y peroxinitrito (ONOO™) podrian contribuir al desbalance
simpatico-vagal en el tallo cerebral, neuronas periféricas y en cardiomiocitos (Danson y cols.,
2006).

Se sabe que el estrés oxidativo induce vias de sefializacion sensibles al estrés tales como
NFKB, p38 MAPK. EI NF-KB es un factor de transcripcion que juega un papel importante en
la mediacion de la respuesta inmune e inflamatoria (Rains y Jain, 2011). Estudios llevados a
cabo por vinik y cols, (2013) sugieren que la respuesta inflamatoria esta contralada en parte
por un circuito neural del SNA, éste circuito neural esta formado por el nervio esplénico y
nervio vago, en condiciones normales la activacion del nervio vago reduce la respuesta del
sistema inmune innato a DAMP y PAMP, disminuyendo de esta manera la liberacion de
citoquinas y suprimiendo la inflamacion. Asi como la estimulacion del nervio vago puede
disminuir la FC, también aumentar la actividad del nervio vago ralentiza la inmunidad innata.
Sin embargo en condiciones donde se presenta la pérdida de la actividad del sistema
parasimpatico (nervio vago), perjudica a este proceso homeostatico, provocandose un aumento
de liberacién de citoquinas y produciendo dafio y muerte tisular neural (vinik y cols., 2013).
En el grupo diabético al cual se le administré la atorvastatina se observd que la estatina
protegio a las ratas diabéticas inducidas con STZ, ya que no se presento una disminucion de de
VFC en el dominio del tiempo, evaluando los pardmetros DERR y RMSSD (Figura 27), por
otro lado al evaluar la VFC en el dominio de la frecuencia el indicador LF no presento
aumento como se observa en el grupo diabético, y el indicador HF no disminuyd, en cuanto a
la modulacion simpatico-vagal (LF/HF) no presenté aumento (Figura 28). De esta manera se
puede decir que la atorvastatina produjo un efecto protector en el control de la regulacion del
sistema nervioso autdbnomo sobre el corazon, previniendose la aparicion de la NAC, la cual si
se presento en el grupo diabético (Figura 27 Figura 28).

Se ha demostrado que exiten muchos fuentes generadoras de estrés oxidativo, sin embargo la

actividad de la NADPH oxidasa se encuentra aumentada en arterias y venas de pacientes
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diabéticos, siento la principal fuente generadora de O (Guzik y cols., 2002). Se ha
demostrado que las estatinas presentan diferentes efectos pleiotropicos, como antioxidantes,
anti-inflamatorios, cardioprotectores, neuroprotectores, anti-arritmicos, anti-fibroticos y anti-
plaquetarios, entre otros independintemente de la dismunicion de lipidos en la sangre (Zhang y
cols., 2015; Lim y Barter., 2014).

Recientemente se demostrado que el tratamiento a corto plazo con atorvastatina suprime la
generacion de Oy vy la actividad tanto de la NADPH oxidasa como de la Racl en pacientes
con injerto de vena safena sometidos a un bypass de injerto de arteria coronaria (CABG), esto
también se acompafia de una reduccion en los niveles de malonildialdehido en plasma, un
marcador de peroxidacion lipidica (Margaritis y cols., 2014). La incubacién ex vivo de injerto
de vena safena humanas con atorvastatina conduce a una reduccion en la translocacion de
p67phox de la NADPH oxidasa y Racl a la membrana, efectos que se revierten mediante la
coincubacion con mevalonato (Margaritis y cols., 2014). De esta manera las estatinas podrian
servir como un modelo farmacolégico para el desarrollo de nuevas estrategias antioxidantes
que tienen como objetivo el control del balance entre la produccion y la eliminacion de EROS
en el endotelio vascular.

El papel de las estatinas como inhibidores potenciales de NF-kb ha sido investigado en
modelos celulares, donde la actividad de NF-kb ha sido inducida a través de una variedad de
diferentes estimulos. La exposicion de células del musculo liso vascular (CMLV) a
atorvastatina previene la activacién de TNF inducida por angiotensina Il y la subsiguiente
regulacién positiva de mediadores inflamatorios, efectos evitados por FPP Y GGPP (Bustos y
cols., 1999). Por otro lado en un ensayo aleatorizado, el tratamiento con atorvastatina 80 mg /
dia durante 1 mes antes de la endarterectomia, se asocié con una activacion reducida de NF-
kB en las células mononucleares circulantes y la placa carotidea, junto con la expresion génica
inflamatoria reducida y la infiltracion celular de la placa (Ortego y cols., 2005).

Estudios in vivo han demostrado que la regulacion positiva o activacion del receptor de
lipoproteina de baja densidad oxidado de lectina tipol (LOX-1) mediante la liberacion de
estrés oxidativo, particularmente por la generacion de H2O2, promueva la apoptosis en
cardiomiocitos en corazones de rata sujectos a lesion de isquemia-reperfusion. En este estudio,

se examind que el tratamiento de la atorvastatina (10 pM) inhibia la expresion de LOX-1
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inducida por H202 y la apoptosis de lineas celular H9C2 de cardiomiocitos (Zhang y cols.,
2015).

El analisis el digrama de Poincaré es un metodo geométrico y no lineal para evaluar la
dindmica de la VFC (Koichubekov y cols., 2017), en los resultados obtenidos de este analisis
se observo una disminucion significativa en los indices SD1 (asociados con la VFC a corto
plazo) y SD2 (asociada con la VFC a largo plazo) en el grupo diabético (Figura 29) (Tabla
4), como se informo en estudios previos (Contreras y cols., 2007; Guzik y cols., 2010; Bhaskar
y GhataK, 2013; Arrollo-Carmona y cols., 2016) que han demostrado que la disminucion de
estos pardmetros se debe a un desequilibrio simpatico-vagal. Los resultados observados por el
analisis no lineal de la VFC se relacionan positivamente con los obtenidos en el dominio del
tiempo y la frecuencia. Ademas el tratamiento con la ATO evita cambios en los componentes
del diagrama de Poincaré SD1 y SD2 (Tabla 4), indicando que dicha estatina mantiene el

equilibrio simpético-vagal de la frecuencia cardiaca.

9.7 Posibles mecanismos de accion implicados en la reduccion de la VFC durante la DM
Las anormalidades de la funcion del sistema nervioso auténomo son frecuentes en pacientes

diabéticos y pueden exacerbar la disfuncion cardiovascular. La neuropatia autonémica
cardiaca (NAC) es una de las complicaciones mas comunes de la DM y se detecta en
aproximadamente 35-65% en pacientes mayores con diabetes prolongada (Spallone y cols.,
2011). La NAC resulta del dafio a la inervaciéon simpatica y parasimpatica del sistema
cardiovascular, y los efectos mas graves de estas complicaciones son un alto riesgo de
arritmias ventriculares (AV) y una mayor mortalidad (Vinik y cols., 2011). En humanos se ha
demostrado una asociacion de diabetes con una disminucién en la modulacion parasimpatica
del corazon y un cambio hacia un tono simpatico aumentado (Tarvainen y cols., 2014). Varios
estudios sugieren que una disminucion en la variabilidad de la frecuencia cardiaca (VFC)

puede ser el signo méas temprano de la NAC en los diabéticos (Chessa y cols., 2002).

La denervacion de los nervios autonomos durante la diabetes (Jin y cols., 2015) es
multifactorial, y la hiperglucemia juega un papel clave en la activacion de varias vias
bioquimicas relacionadas con el estado metabdlico y / o redox de la célula (Edward y cols.,
2008; Kaur y cols., 2104; Fisher A. y Tahrani A., 2017). El aumento del estrés oxidativo da
como resultado la activacion de poli ADP-ribosa polimerasa que, cuando se combina con otras
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vias activadas, incluida la via del poliol, la produccién de productos finales de glicacion
avanzada, la proteina quinasa C y la hexosamina se cree que contribuyen a la toxicidad de la
glucosa (Sifuentes-Franco y cols., 2017; Shah y Brownlee, 2016). Estas diferentes vias pueden
inducir cambios en la expresion genica y factores de transcripcion que conducen a la
disfuncion neuronal (Dimitropoulos y cols., 2014). Estas vias también dan como resultado la
regulacion microvascular alterada y la disfuncion endotelial por diferentes mecanismos,
incluido el deterioro de las acciones de NO y la reduccion de la perfusion neurovascular
(Taskiran y cols., 2002; Al-Humaidi y cols., 2018). Con los experimentos realizados en la
presente tesis no podemos proponer un mecanismo de accion diferente a los que se han
comentado en este apartado, por lo tanto proponemos que en los siguientes estudios se
profundicen en los mecanismos fisiopatolégicos que afectan la variabilidad de la frecuencia

durante la diabetes experimental.

9.8 Evaluacidn de la modulacion simpatico-vagal por anélisis de la VFC
La VFC se ha utilizado para evaluar la modulacién simpatico-vagal en la funcion cardiaca

(Auberty cols., 1999, Howart y cols., 2005) y es una herramienta (no invasivo) mas utilizada
en el analisis y en la evaluacion de la actividad cardiaca (Billman, 2011). En una persona sana,
los latidos se van produciendo con una frecuencia variable, es decir, el tiempo entre dos
latidos varia latido a latido. La manera habitual de medir esta variabilidad es a partir del
registro electrocardiografico, donde se calcula el tiempo entre las diferentes ondas R
consecutivas. Este intervalo RR mide el periodo cardiaco y la funcion inversa mide la FC. La
VFC es el resultado, de las interacciones entre el sistema nervioso autbnomo (SNA) vy el
mecanismo intrinseco del funcionamiento del corazon. La actividad del SNA se basa en el
equilibrio entre el sistema nervioso simpéatico (SNS) y el sistema nervioso parasimpatico
(SNP). La activacion del SNS produce un aumento de la frecuencia cardiaca mediante
impulsos lentos de baja frecuencia y es el responsable de los cambios en la tasa cardiaca
debidos a estrés fisico y mental. En cambio, el SNP disminuye la frecuencia cardiaca por
impulsos eléctricos vagales de alta frecuencia y gestiona los cambios en la tasa cardiaca
debidos a las sefiales procedentes de los barorreceptores arteriales y del sistema respiratorio.

Los pardmetros DERR y RMSSD se han utilizado ampliamente para el analisis de la VFC en

el dominio del tiempo. La administracion de farmacos como la escopolamina a dosis bajas
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para mejorar el flujo cardiaco parasimpatico se ha demostrado que aumenta un 49% el
RMSSD, lo que sugiere una contribucion significativa de la actividad vagal, por lo tanto el
parametro RMSSD informa de las variaciones a corto plazo de los intervalos RR y se utiliza
para observar la influencia del SNP sobre el sistema cardiovascular (Turker y cols., 2013).

Con respecto al dominio de la frecuencia existe evidencia que sugiere que la actividad del
SNS influye en la banda de baja frecuencia (LF) de la VFC de 0.04 a 0.15 Hz, mientras que el
PNS se refleja predominantemente en la banda de alta frecuencia (HF), de 0.15 a 0.4 Hz, y
también posiblemente en una proporciéon de LF (Malik y cols., 1996; von Rosenberg y cols.,
2017), se propone que LF era un indice de actividad simpatica. El espectro de alta frecuencia
(HF) es la potencia en el rango de 0.15 a 0.4 hercios, lo que equivale a ritmos con periodos
que ocurren entre 2.5 y 7 segundos. Esta banda refleja la actividad parasimpatica o vagal. Se
ha descrito que la reduccion de ambos parametros estan disminuidos en sujetos con DM
(Oliveiray cols., 2017; Khandoker y cols., 2017).

Por otra parte, el andlisis de la diagrama de Poincaré se ha propuesto como método geométrico
y no lineal para evaluar la dindmica de la VFC (Tarvainen y cols., 2014; Koichubekov y cols.,
2017). La longitud de la linea longitudinal se define como la SD2 de los datos de la gréfica. La
longitud de la linea transversal se define como la SD1 de los datos de trazado en direccion
perpendicular. En las “parcelas” de Poincaré, el ancho SD1 refleja la actividad parasimpatica;

y la longitud SD2 refleja la modulacion simpatica (Che-Hao y cols., 2012).

9.9 Proteccion sobre la reduccién de la VFC con el tratamiento con atorvastatina
En el grupo diabético tratado con Atorvastatina, el analisis el diagrama de Poincare, los

indices en el dominio del tiempo RMSSD y DERR (Figura 27) y los indices en el dominio de
la frecuencia LF y HF (Figura 28) no mostraron cambios significativos con sus respectivos
controles. Esto indica que el tratamiento con la estatina tiene un efecto protector sobre el

equilibrio simpatico-vagal en animales diabéticos.

Los efectos de las estatinas sobre la funcion del sistema nervioso autbnomo se han estudiado
en modelos experimentales con hipercolesterolemia (Pelat y cols.,, 20103), sindrome
metabolico (Da-Silva y Cols., 2011), hipertensién (Kishi y cols., 2003; Kishi y cols., 2011),
infarto de miocardio (Lee y cols., 2007), insuficiencia cardiaca (Piquett y cols., 2003; Gao y
cols., 2005) y diabetes (Matsuki y cols., 2010). Todos estos estudios muestran que las estatinas
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ofrecen un efecto benéfico sobre las funciones autonémicas y su impacto en la funcion
cardiovascular (Milllar y Floras, 2014), sin embargo el mecanismo aun no se ha dilucidado por

completo.

9.10 Posibles mecanismos de accion implicados en la proteccion sobre la reduccion de la
VFC durante la DM con el tratamiento con atorvastatina
Aunque las estatinas ejercen sus principales efectos sobre la enfermedad de las arterias

coronarias (EAC) al disminuir las LDL-C, una multitud de efectos potencialmente
cardioprotectores se han atribuido a estos medicamentos (Bonetti y cols., 2002; Davignon,
2004). Sin embargo, existen otros mecanismos cardioprotectores de las estatinas llamados
efectos pleiotropicos. Las acciones pleiotrdpicas de las estatinas incluyen mejora en las placas
de aterosclerosis y la regulacion autonémica, las propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
antitrombdticas (Bellosta y cols., 1998; Bonetti y cols., 2002; Davignon, 2004; Liao & Laufs,
2005). También se ha reportado que las estatinas pueden ejercer efectos directos sobre las
propiedades fisicoquimicas del sarcolema cardiaco dando lugar a modificaciones de los flujos
de iones transmembranales y por lo tanto pueden incidir directamente en las propiedades
electrofisiologicas del corazon de estados patolégicos como en las arritmias
supraventriculares.

En relacion de la mejora de la funcion autondmica, se ha descrito que la hiperinervacion
simpatica participa en la aparicion de arritmias ventriculares y muerte subita cardiaca (Caoet y
cols., 2000a, 2000b; Rubart y Zipes, 2005) y que la reduccién en la VFC vinculada con
enfermedad coronaria que se asocia negativamente con la hipercolesterolemia (Quintana y
cols., 1997; Huikuri y cols., 1999). Las estatinas aumentan modulacion parasimpatica de la
frecuencia cardiaca y mejora el nivel de la VFC en pacientes con hipercolesterolemia (Welzig
y cols., 2003; Pehlivanidis y cols., 2001), sin embargo también aumentan la HRV en pacientes
con antecedentes infarto al miocardio de manera independiente a los cambios en los niveles
plasmaticos de LDL-C (Riahi y cols., 2002).Como se mencion0 anteriormente, por medio de
técnicas bioquimicas y de imagen se ha reportado el beneficio del tratamiento con la
Fluvastatina sobre el balance simpatico-vagal en el modelo de rata diabética (Matsuki y cols.,
2010). En la presente tesis aportamos datos sobre la VFC bajo el tratamiento con atorvastatina
en un modelo con diabetes experimental. Este hecho cobra relevancia debido a que

actualmente en pacientes diabéticos, la atorvastatina mejora la recuperacion de la frecuencia
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cardiaca despues del ejercicio (Tekin y cols., 2006) y la repolarizacion ventricular (Tekin y
cols., 2008). Ademas, un estudio con 82 pacientes con diabetes tipo 2 tratados con varias
estatinas reportan una mejora en la VFC, es decir, hay evidencia clinica que las estatinas
protegen los efectos negativos del desbalance autondmico (Raluca y cols., 2014). La presente
tesis muestra datos semejantes a este Gltimo estudio, pero en un modelo animal, por lo tanto se
presenta la oportunidad de realizar para generaciones futuras puedan tener la oportunidad de
estudiar con mas detalle los mecanismos pleiotropicos de las estatinas sobre la VFC durante

la diabetes.

10. Conclusiones
A) Las ratas diabéticas inducidas con STZ presentaron reduccion de la variabilidad de la

frecuencia cardiaca como parte del deterioro del balance simpatico-vagal.

B) Las ratas dibéticas inducidas con STZ y con tratamiento de atorvastatina previno la
reduccion de la variabilidad de la frecuencia cardiaca, por lo tanto no presentaron deterioro del

balance simpatico-vagal.

c) El tratamiento con atorvastatina ejerce un efecto protector sobre los indicadores de la VFC
y el intervalo QT previniendo de esta manera el desarrollo de la NAC en ratas con diabetes

mellitus tipol.
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11. Perspectivas

A) Profundizar en el mecanismo de deterioro del balance simpatico-vagal en ratas diabéticas

inducidas con STZ y ratas diabéticas tipo 2.

B) Profundizar en el mecanismo de proteccion de las estatinas sobre el deterioro del balance

simpatico-vagal de ratas diabéticas inducidas con STZ y ratas diabéticas tipo 2.

C) Profundizar sobre las bases ionicas de los potenciales de membrana que modifican el

intervalo QT Yy su restaturacion por la administracion de atorvastatina.
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